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A atrazina (2-cloro-4-(etilamino) -6-(isopropilamino)-s-triazina), é um herbicida 
representada por um anel triazínico substituído com cloro, etilamina e isopropilamina, o 
que a torna recalcitrante para a degradação biológica no ambiente. Por ser amplamente 
na agricultura, principalmente no controle de plantas daninhas em lavouras de milho que 
acaba permanecendo por muito tempo no meio ambiente e torna-se um dos fatores 
responsáveis pela contaminação do solo, do ar e das águas.  
Novos métodos de detecção mais econômicos, com menor tempo de análise e 
eficazes tem sido estudado para melhorar a detecção deste analitos e minimizar este 
problema. A área de nanotecnologia vem apresentado grandes avanços, como o 
desenvolvimento de nanobiossensores de cantilever através de camadas sensoras, para 
detecção da presença de herbicidas em água. Baseado nestes fatos, este estudo tem como 
objetivo o desenvolvimento de nanobiossensores de cantileveres funcionalizados com 
enzima tirosinase comercial e diferentes tióis para detecção de atrazina em água. 
A funcionalização dos mesmos foi realizada utilizando a técnica de camadas 
automontadas (SAM) sobre a superfície de silício contendo ouro, ácido 16-
mercaptohexadecanóico (16-AMHD) e ácido 11-mercaptoundecanóico (11-MUA), 1-
etil-3-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC)/N-hidroxi-succinimida (NHS) e 
enzima tirosinase comercial.  A avaliação da estabilidade da enzima mostrou a adequação 
da funcionalização de ambos os nanobiossensores de cantilevers, principalmente quando 
utilizado o ácido 11-MUA. Por meio da composição química, morfologia, espessura, 
rugosidade, topografia das superfícies foi possível confirmar a funcionalização dos 
nanobiosesnores de cantilevers funcionalizados pela técnica de SAM, sendo possível 
verificar que ocorreu a deposição da camada sensora. 
Os nanobiossensores de cantileveres foram capazes de detectar diferentes 
concentrações de atrazina em água, obtendo alta sensitividade, limites de detecção e de 
quantificação na ordem de ppb, além de serem 100% reversíveis, porém sua estabilidade 
foi afetada pelo armazenamento. Ambos nanobiossensores de cantileveres demonstraram 
boa resposta, mas quando utilizado o ácido (11-MUA) o mesmo se mostrou mais eficiente 
por possuir maior sensitividade, menor limite de detecção, maior estabilidade até 
aproximadamente 20 dias quando comparado com o nanobiossensor usando o ácido 16-






AMHD tanto para água ultrapura quando para amostra real de pesticida (poço artesiano) 
analisada. Quando avaliada a seletividade de ambos nanobiossesnores pode-se observar 
que tanto o interferente teflubenzurom quantos o sulfentrazono não causaram influência 
na resposta do nanobiossensores pois, o seu comportamento foi semelhante ao branco 
(água ultrapura). Porém o nanobiossensor de cantilever utilizando ácido 11-MUA 
apresentou maior diferença de deflexão entre branco e a atrazina, demostrando sua maior 
eficaz para o pesticida atrazina. 
Com os resultados obtidos é possível observar a eficaz do método SAM utilizando 
um tiol de cadeia alquílica menor (ácido 11-MUA) quando comparado ao ácido 16-
AMHD para aplicação nos nanobiossensores de cantilever sendo então, uma boa 
alternativa aos métodos convencionais de detecção de atrazina em amostras reais. Sendo 
assim, os dispositivos desenvolvidos demonstram ter grande potencialidade de aplicação 
para detecção de atrazina em águas. 
 
Palavras-chave: Nanobiossensor de cantilever, ácido 16-mercaptohexadecanóico, 
tirosinase, ácido 11-mercaptoundecanóico, atrazina.  










Atrazine (2-chloro-4-(ethylamino)-6-(isopropylamino)-s-triazine), is a herbicide 
represented by a triazine ring substituted with chlorine, ethylamine and isopropylamine, 
which makes it recalcitrant to biological degradation in the environment. Because it is 
widely used in agriculture, especially to control weeds in corn fields, it ends up remaining 
for a long time in the environment and becomes one of the factors responsible for the 
contamination of the soil, air, and water.  
New methods of detection that are more economical, less time consuming, and 
effective have been studied to improve the detection of these analytes and minimize this 
problem. The nanotechnology area has presented great advances, such as the development 
of cantilevered nanobiosensors through sensor layers, to detect the presence of herbicides 
in water. Based on these facts, this study aims to develop cantilever nanobiosensors 
functionalized with commercial tyrosinase enzyme and different thiols for detection of 
atrazine in water. 
Their functionalization was performed using the self-assembled layer technique 
(SAM) on silicon surface containing gold, 16-mercaptohexadecanoic acid (16-AMHD) 
and 11-mercaptoundecanoic acid (11-MUA), 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-
carbodiimide (EDC)/N-hydroxy-succinimide (NHS) and commercial tyrosinase enzyme.  
Evaluation of enzyme stability showed the suitability of functionalization of both 
cantilever nanobiosensors, especially when 11-MUA acid was used. Through the 
chemical composition, morphology, thickness, roughness, topography of the surfaces it 
was possible to confirm the functionalization of the cantilevers nanobiosensors 
functionalized by the SAM technique, being possible to verify that the deposition of the 
sensing layer occurred. 
The cantilever nanobiosensors were able to detect different concentrations of 
atrazine in water, obtaining high sensitivity, detection and quantification limits in the 
order of ppb, besides being 100% reversible, but their stability was affected by storage. 
Both cantilever biosensors showed good response, but when the acid (11-MUA) was used 
it was more efficient because it had higher sensitivity, lower detection limit, higher 
stability up to approximately 20 days when compared to the biosensor using the 16-
AMHD acid for both ultrapure water and real sample of pesticide (artesian well) analyzed. 






When evaluating the selectivity of both nanobiosensors it can be observed that both 
teflubenzuron and sulfentrazone interferents did not influence the response of the 
nanobiosensors because their behavior was similar to the blank (ultrapure water). 
However, the cantilever nanobiosensor using 11-MUA acid showed a greater difference 
in deflection between white and atrazine, demonstrating its greater effectiveness for the 
pesticide atrazine. 
With the results obtained it is possible to observe the effectiveness of the SAM 
method using a smaller alkyl chain thiol (11-MUA acid) when compared to the 16-
AMHD acid for application in cantilever nanobiosensors being then, a good alternative 
to conventional methods for detection of atrazine in real samples. Thus, the developed 
devices demonstrate a great potential application for atrazine detection in water. 
 
Keywords: Nanobiosensor, 11-mercaptohaxadecanoic acid, Tyrosinase, 11-
mercaptoundecanoic acid, Atrazine. 
  








O uso indiscriminado de pesticidas no meio agrícola para o controle de plantas 
daninhas, são também conhecidos como poluentes persistentes (POP), por permanecerem 
muito tempo no meio ambiente, contaminando solo, ar e o meio aquático. Muitas vezes 
por não serem eliminados em tratamentos convencionais de água potável,  geram grande 
preocupação pois, afetam a qualidade das águas superficiais, tornando-a inadequada para 
o consumo humano, afetando a saúde das pessoas e dos animais.1   
Dentre os (POP) mais utilizados podemos citar a atrazina (2-cloro-4-(etilamino)-
6-(isopropilamino)-s-triazina), pertencente a classe dos herbicidas triazínicos, que é 
muito utilizada na cultura de milho, cana-de-açúcar e sorgo para controle de ervas 
daninhas.  Por não ser adsorvida substancialmente ao solo, pode ser encontrada acima dos 
níveis toleráveis pelas agências de controle ambiental em águas superficiais e lençóis 
freáticos.2–4 
A detecção da presença de atrazina em águas pode ser realizada por meio de 
técnicas convencionais como a cromatografia gasosa (GC) e a cromatografia líquida de 
alta eficiência acoplada espectrometria de massa (HPLC-MS).5,6 
Além destas técnicas analíticas, sensores e biosensores tem sido 
desenvolvimendos para o monitoramento ambiental por apresentar uma detecção mais 
rápida, menores quantidades de amostras, alto limite de detecção para baixas 
concentrações por meio do uso de camada sensoras biológicas.7,8 Com a miniaturização 
os nanossensores e nanobiossensores apresentam como vantagem a detecção de 
substâncias na micro e nanoescala.9 Os nanobiossensores de cantileveres  são assim 
chamados por serem baseados em uma haste ultra-sensível, originadas da microscopia de 
força atômica (AFM - do inglês Atomic Force Microscope). Assim, os nanobiossensores 
de cantileveres são dispositivos ideais para a detecção de contaminantes ambientais como 
substâncias químicas, toxinas, poluentes e analitos em geral em micro e nanoescala.10 
Através da interação química do cantilever e a amostra de interesse pode-se medir e 
mapear a informação química da superfície e quantificar as forças repulsivas e atrativas 
associadas a materiais inorgânicos e amostras biológicas. Para que sua eficiência na 
detecção seja extremamente sensitiva, os mesmos precisam ser recobertos com uma 
camada sensora (célula, antígeno e anticorpo, enzima, proteínas) específica, capaz de 
identificar e reconhecer as moléculas de interesse. As enzimas são consideradas mais 






promissoras devido à rápida resposta, alta estabilidade e biocompatibilidade. Dentre as 
quais podem se destacar a tirosinase, pois é inibida na presença da atrazina.11 
A deposição de camada sensora chamada de funcionalização consiste em ligar 
quimicamente a superfície do cantilever a uma camada de moléculas, onde os grupos 
funcionais reajam com o material biológico, assim imobilizando-o na superfície.12  A 
técnica de monocamadas automontadas (SAM - do inglês Self- 19 Assembled 
Monolayers) é caracterizada pela formação espontânea de camadas ordenadas e 
organizadas sobre uma superfície sólida. Sendo muito utilizada para a funcionalização 
em cantileveres12 a automontagem da monocamada se dá por meio de um grupo funcional 
(enxofre) que se liga a superfície metálica de ouro; uma cadeia de hidrocarbonetos que 
dá estabilidade ao conjunto por interações de Van Der Waals e um outro grupo funcional 
(ácidos carboxílicos) que é responsável pelo acoplamento da molécula a 
monocamada.13,14 Este processo todo ocorre em duas etapas: a primeira, mais rápida, onde 
a molécula de tiol se liga na superfície metálica, e a segunda, durando horas, que está 
relacionada ao processo organizacional da monocamada.15,16  
Os tióis são utilizados por possuírem uma forte afinidade com os metais de 
transição, interagindo fortemente com as superfícies de ouro para formar monocamadas 
estáveis e automontadas.17 Os tióis de cadeia alquilo longa, HS - (CH2) n – R mas, com 
comprimentos de cadeia n≥10, tendem a formar uma camada compacta, altamente 
ordenada, estável18 e assim aumentando a estabilidade de SAMs. 
Após a funcionalização, a resposta dos nanobiossensores de cantileveres é 
avaliada através da curvatura do cantilever (deflexão) causada pela adsorção da molécula 
alvo de interesse no cantilever. 19,20 
Neste contexto este estudo tem como objetivo o desenvolvimento de 
nanobiossensores de cantileveres funcionalizados com diferentes tióis (ácido 16-AMHDo 
e ácido 11-MUA) utilizando como elemento de reconhecimento biológico a enzima 
tirosinase comercial assim como realizar a caracterização da superfície dos 
nanobiossensores de cantileveres durante cada etapa de  funcionalização pela técnica 
SAM, avaliar a resposta dos dispositivos diante de diferentes concentrações do pesticida 
atrazina em amostras reais de água, bem como avaliar a seletividade dos nanobiossensores 
de cantiliveres funcionalizados. 






2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  
 
2.1. AGROTÓXICOS E O MEIO AMBIENTE 
 
Os agrotóxicos são definidos de acordo com a Food and Agriculture Organization 
(FAO), Programa da Organização das Nações Unidas (ONU), como qualquer substância, 
ou mistura de substâncias, usadas para prevenir, destruir ou controlar qualquer praga. 
Incluindo vetores de doenças humanas e animais, espécies indesejadas de plantas ou 
animais, causadoras de danos durante a produção ou interferindo na mesma, no 
processamento, estocagem, transporte ou distribuição de alimentos, produtos agrícolas, 
madeira e derivados, ou que seja administrada para o controle de insetos, aracnídeos e 
outras pestes que atacam os corpos de animais de criação.21 
Amplamente utilizados nas lavouras de arroz, soja, milho, feijão e na produção da 
maioria dos alimentos que fazem parte do nosso dia a dia, os agrotóxicos se tornaram 
indispensáveis neste meio por aumentarem o rendimento na produção. Contudo devido a 
sua permanência no ambiente podem contaminar e poluir o solo, a água e até mesmo o 
ar. Estudos descrevem um aumento do número de pessoas contaminadas e o alto risco de 
doenças graves, podendo levar a morte.22 Os pesticidas prejudicam a saúde humana 
devido a sua alta toxicidade causando reações adversas e afetando principalmente o 
sistema neural, endócrino e imunológico.23,24 
Segundo pesquisa da revista Galileu, os valores apresentados através do Instituto 
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis (Ibama) sobre a 
comercialização de agrotóxicos no Brasil são assustadores, somente em 2013 foram 
495,7 mil toneladas de pesticidas vendidos, em 2017 o número chegou a 539,9 mil 
toneladas. Pesquisas mais recentes ainda não foram divulgados, mas acredita-se ter 
aumentado ainda mais pois, o segmento de insumos foi o único do PIB do agronegócio 
brasileiro a apresentar alta no primeiro bimestre deste ano (2019), mantendo a tendência 
observada em 2018.25 
 Os agrotóxicos são classificados por classe, de acordo com a praga a que eles se 
destinam, a sua estrutura química e modo de ação. Hoje no Brasil a toxicidade destes 
agrotóxicos está classificada de acordo com o que eles provocam de reações nos seres 
humanos como, leve irritação nos olhos, na pele, náusea, desconforto abdominal podendo 
ser extremamente tóxico (classe I), altamente tóxico (classe II), moderadamente tóxico 






(classe III) e pouco tóxico (classe IV).  Estudos de mortalidade e toxicidade aguda ainda 
não  serão utilizados para determinar a toxicidade dos agrotóxicos.26  
Dentre os agrotóxicos, a classe dos pesticidas, são os mais encontrados em meios 
aquáticos influenciando a qualidade das águas superficiais e subterrâneas, que são uma 
das principais fontes de águas potáveis.27 Grande maioria dos pesticidas não são 
adsorvidos ao solo, sendo frequentemente encontrados acima dos níveis toleráveis pelas 
agências de controle ambiental em águas superficiais e lençóis freáticos.4 
As variedades de agrotóxicos são classificadas de acordo com três abordagens: no 
modo de ação; pragas que combatem e; grupo químico a que pertencem Tabela 1.28 
 
Tabela 1: Classificação dos Agrotóxicos 
Classificação dos agrotóxicos Definição 
1°) Modo de ação   
Sitemático  Entram no sistema vascular da planta 
 
Não sistemático  Não entram no sistema, afetando local de 
contato 
2°) Estrutura Química  
Carbamatos Chamados de Uretanos, são compostos 
orgânicos derivados do ácido carbamico 
 
Piretróides Composto químico sintético similar às 
substâncias naturais piretrinas produzidas 
pelas flores do "gênero" Pyrethrum. 
 
Organofoforados Composto orgânico degradável contendo 
ligações carbono–fósforo. 
 
Organoclorados Composto orgânico contendo ao menos um 
átomo de cloro ligado covalentemente. 
 
Triazinas Grupo de compostos orgânicos (C3H3N3). 
Cada um contém um anel benzênico no qual 
três dos fragmentos C-H tenham sido 
substituídos por nitrogênio isolobal. 
Existem três isômeros: 1,2,3-triazina. 
3°) Pragas que combatem 
 
 
Herbicidas Controle de plantas daninhas 
 
Fungicidas Controle de fungos 
 
Inseticidas Controle de insetos 
 







Pertencente a classe dos pesticidas, os herbicidas triazínicos como a atrazina, 
ametrina e simazina são muito utilizados na agricultura para proteger colheitas de ervas 
daninhas de folha larga indesejáveis inibindo a fotossíntese e devido a sua alta toxicidade 




A atrazina (2-cloro-4-(etilamino) -6-(isopropilamino) -s-triazina), é representada 
por um anel triazínico substituído com cloro, etilamina e isopropilamina (Figura 1), o que 
a torna recalcitrante para a degradação biológica no ambiente. É utilizada principalmente 
para o controle de plantas daninhas de lavouras de milho, sendo o segundo herbicida de 
mais utilização no Brasil.2,31,32  
 
 
Figura 1: Estrutura Química da Atrazina.2,31,32 
 
A meia vida da atrazina depende muito das características do ambiente, podendo 
variar de vinte a mais de cem dias, o que a torna um potencial contaminante ambiental.33–
35 Dentre as variadas propriedades (Tabela 2) deste herbicida uma delas é a baixa 
solubilidade em água (33 mg.L-1), baixa volatilidade, alto potencial de escoamento, 
hidrólise lenta e baixa pressão de vapor.33,36 
 
  






Tabela 2: Propriedades Físicas e Químicas da Atrazina.37 
Propriedades Informação 
Peso molecular 215,69 g.mol-1 
Densidade 1,187 g/cm3 a 20 °C 
Volatilidade (pressão de vapor) 0,04 mPa a 20 °C 
Solubilidade em água 33 mg.L-1 
Ponto de fusão 175-177 °C 
Coeficiente de partição octanol-água (log Kow) 2,61 
 
Classificada pela ANVISA como classe III de toxicidade (na qual se enquadram 
os compostos medianamente tóxicos) a atrazina pode possuir toxidade crônica sobretudo 
nos sistemas hormonal e reprodutor.38,39 Segundo estudo norte-americano a atrazina é um 
disruptor endócrino, o que pode causar a feminização dos machos sapos-com-garras-
africanos, diminuindo suas glândulas reprodutoras.40 
 Para um maior controle  da disseminação deste agrotóxico no meio ambiente e 
uma melhora na saúde humana no Brasil o ministério da saúde permite um valor máximo 
para o composto em água potável de 2 μg/L41 e a Organização Mundial da Saúde (OMS) 
determina o valor limite  de 100 μg/L, correspondente à soma de atrazina e seus 
metabólitos cloro-s-triazinas.42  
Alguns países têm estabelecido o limite da concentração máxima de atrazina na 
água potável um pouco diferente, como é o caso dos Estados Unidos que permite 3,0 µg/L 
de atrazina/ água potável.43 A Comunidade Européia estipula que a concentração não 
possa exceder 0,1 µg/L .44 De acordo com a Norma de Qualidade Ambiental da Água 
Superficial (GB3838-2002) na China, a concentração máxima permitida de atrazina nas 
águas superficiais é de 3,0 µg/L, e para abastecimento urbano de água a concentração 
limitada de atrazina é de 2,0 µg/L.45 
Devido ao alto consumo de resíduos de pesticidas e com os problemas associados 
à saúde humana e meio ambiente tornou-se importante e necessário buscar novos métodos 
de detecção de atrazina que sejam eficientes principalmente para baixas concentrações.1,5 
Além das técnicas analíticas convencionais  utilizadas como a cromatografia gasosa (GC), 
cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC), espectrometria de massa e teste ELISA 
(do inglês Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), os sensores ganharam importância por 






apresentarem , maior sensibilidade e precisão, fácil utilização, possibilidade de 
portabilidade e miniaturização para a identificação de resíduos de pesticidas em amostras 
diversas.6,46,47 
 
2.2. DETERMINAÇÃO DE RESÍDUOS DE PESTICIDAS  
 
2.2.1. Nanotecnologia: Biossensores e Nanobiossensores   
 
Ao medir, manipular, produzir a nível atômico, molecular e supramolecular a 
produção de materiais, está relacionado á nanotecnologia.  Esta tecnologia falamos 
permite a construção de estruturas e novos materiais a partir dos átomos,48,49 sendo o 
nanômetro (nm) definido como a bilionésima parte de um metro.50 Na agricultura a 
nanotecnologia é muito utilizada para identificação e detecção de resíduos de pesticidas 
através de dispositivos chamados de nanobiossensores quando estão em escala 
nanométricas.51–53  
Os nanobiossesnores são dispositivos que fornecem informações analíticas 
especificas, usando um elemento de reconhecimento biológico (como ácidos nucléicos, 
células, enzimas e anticorpos) associado a um sistema de transdução para detectar um 
analito.54,55 O  biossensor  é composto por três elementos básicos:56 
1) Elemento de Reconhecimento Biológico: através do qual o biossensor reconhece 
seletivamente um ou vários analitos entre um grande número de outras 
substâncias; 
2) Transdutor Físico: que processa o sinal produzido pela interação entre o 
elemento de reconhecimento e o analito de interesse; 
3) Sistema Eletrônico de Amplificação de Sinal e Gravação de Dados. 
Os nanobiossensores são classificados por quatro critérios básicos de acordo com com 
Método utilizado para detectar a interação desejada, tipo de interação que se estabelece 
entre o elemento sensor e o analito, sistema de transdução e a Natureza do composto de 
reconhecimento (biológico ou não biológico). Podem ser por exemplo eletroquímicos, 
ópticos, térmicos, físico-químico, acústicos, eletroquímico de acordo com a transdução 
do sinal.57No caso daqueles baseados no elemento biológico podem ser biocatalítico 
(enzimas, células ou tecidos) ou por bioafinidade (antígenos, anticorpos ou fragmentos 
de DNA).58–62 







2.2.2. Biossensores enzimáticos  
 
Os biossensores possuem diversas características e uma delas é a seletividade, 
realizada principalmente pelo componente biológico.63,64 O elemento biológico mais 
usado para a construção destes biossensores são as enzimas, estruturas orgânicas, onde 
em reação atuam como catalisadores sendo capazes de aumentar a velocidade da reação, 
diminuindo a energia de ativação e assim, diminuindo o tempo de reação. Quando uma  
reação utiliza enzima, a mesma se liga ao seu substrato (substância necessária para a 
formação de produto final) formando assim o complexo enzima-substrato e então, o 
substrato é consumido para a formação do produto final.65,66 
Um biossensor enzimático pode atuar medindo a transformação catalítica do 
analito alvo pela enzima ou medindo a inibição da enzima devido à presença de um 
inibidor.67 Um inibidor enzimático é uma substância que é capaz de interferir na taxa da 
catálise enzimática, retardando ou reduzindo o processo, ou a especificidade biológica da 
reação. Entre os inibidores de enzimas podemos citar os poluentes ambientais, tais como 
compostos orgânicos, pesticidas e metais, podendo interferir nos processos normais no 
núcleo da célula e competir com substratos por sítios ativo.68,69 
 
2.2.3. Enzima Tirosinase  
 
         As enzimas são estruturas orgânicas, mais precisamente proteínas, que agem como 
catalisadores de reações em processos biológicos.  Um exemplo é a enzima tirosinase, 
encontrada na natureza desde bactérias até mamíferos, sendo em maior quantidade em 
cogumelos, nos tecidos de banana, batata, inhame, maçã, pêra, abacate, berinjela, entre 
outros, sendo a responsável pelo aparecimento da pigmentação escura em vegetais e 
frutos e também responsável na síntese da melanina.70–73 Utilizada na determinação de 
pesticidas, fármacos, envelhecimento de bebidas alcoólicas, determinação de compostos 
fenólicos.74–77 A tirosinase pode ser inibida por vários poluentes, sendo um deles o 
herbicida atrazina. Um inibidor enzimático influencia na taxa de reação da catálise 
enzimática, causando uma diminuição no processo biológico da reação.69 Pertencente à 
família dos polifenóis oxidase, a enzima tirosinase é metaloproteína binuclear conhecida 
também como creolase e catecolase.78 Possui em sua estrutura dois átomos de cobre II, 






como sítios ativos, sendo cada um coordenado a três moléculas de histidinas, onde 
encontram-se duas ligações equatoriais fortes e uma axial fraca (Figura 2).79 
 
Figura 2: Estrutura da Enzima Tirosinase com seus dois átomos de Cu (II).79 
 
A enzima tirosinase em presença de oxigênio catalisa duas reações diferentes 
(Figura 3):80  
1ª:  transformação de o-mono-fenóis em catecóis (atividade cresolase) 
2ª: oxidação do catecol para o-quinona (atividade catecolase) 
 
Figura 3: Esquema das Reações Catalisadas pela Tirosinase.80 
 
Uma enzima tirosinase é inibida pelo bloqueio de sítios ativos, onde forma o 
complexo enzima-inibidor bloqueando a transferência eletrônica entre a enzima e o 
substrato.69 O acesso de uma enzima ao analito e a proximidade com o transdutor é dada 
pela imobilização.81 
Estudos utilizaram a enzima tirosinase no desenvolvimento de seus biossensores 
para detecção de diversos analitos, como o estudo de Kim et al. (2008) que desenvolveram 
um biossensor baseado em tirosinase com eletrodo revestido com nanopartículas de ouro 
caracterizado por medidas de voltametria cíclica para detecção de atrazina. A enzima foi 
imobilizada no eletrodo sobre uma camada de SAM por ligação covalente com o uso de 
1ª: 
2ª: 






EDC/NHS. Os resultados foram obtidos a partir da inibição enzimática decorrente da 
presença do pesticida em amostras de água, apresentando um limite de detecção de 0,35 
pg.mL-1 e com uma faixa de concentração de 0,001 – 0,5 ng.mL-1.82 
Martinazzo et al, 2018, desenvolveram um nanobiossensor de cantilever para 
detecção de atrazina em água utilizando extrato bruto vegetal (banana) da enzima 
tirosinase. A funcionalização do cantilever foi realizada empregando dois modos 
diferentes : pela técnica de camadas automontadas (SAM) em superfície de silício 
contendo ouro, ácido 16-mercaptohexadecanóico (AMHD), 1-etil-3-(3- 
dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC)/N-hidroxi-succinimida (NHS) e extrato bruto 
vegetal de tirosinase, obtido de banana nanica (Musa acuminata).83 
Estes nanobiosensores de cantileveres utilizados são assim demoninados por 
apresentar uma camada ativa (materiais biologicamente sensíveis, como enzimas) em 
nanoescala e utilizar agentes biológicos como receptores. Devido à grande versatilidade 
dos nanobiossensores houve um aumento significativo do seu uso  por oferecem respostas 
em tempo real, reconhecimento específico, alta sensibilidade, miniaturização e sem pré-
tratamento de amostras.52,53 O grande atrativo desta técnica, em relação aos métodos 
químicos tradicionais, é que ela permite determinar diretamente a biodisponiblidade das 
substâncias químicas e seus efeitos biológicos. 
 
 
2.2.4. Nanobiossensores de Cantileveres 
 
Estudos  evidenciam que o uso de pesticidas para combater pragas, fungos, insetos 
e ervas daninhas muitas vezes são necessários na agricultura, mas o uso desenfreado e 
acima dos limites permitidos causam uma grande contaminação no solo, água e ar, 
causando riscos para a saúde.84–87 
Com esta grande preocupação a importância de se ter dispositivo de detecção de 
contaminantes mais preciso, mais rápido, miniaturizado, mais econômico se tornou 
necessário e novas tecnologias começaram a ser desenvolvidas. A criação de um novo 
dispositivo de detecção de analitos que ocorre através da funcionalização da haste ou da 
ponta de um cantilever e este é usado como sensor.47,88 
Dentre os sensores, temos os nanossensores definidos como material sensível 
usado para transmitir informações químicas, físicas ou biológicas sobre nanomateriais e 






moléculas de eventos de reconhecimento, com propriedades espaciais de 1 a 100 nm.  Os 
nanossensores apresentam uma classe que utiliza agentes biológicos como receptores, os 
nanobiossensores.89 Os nanobiossensores baseados em cantilever possuem baixos limites 
de detecção, utilizam pequenas quantidades de amostras, apresentam resposta em tempo 
real, mede interações biomoleculares, a nível molecular, alta sensibilidade não apenas 
para pesticidas, mas também para metais pesados, compostos voláteis e outros.90–94 
O cantilever 95 normalmente obtido com materiais de silício, possui uma haste 
flexível, onde uma de suas extremidades é fixa a um suporte.94,96–98. Devem possuir sua 
superfície ou sua ponta recoberta com uma camada sensora (funcionalizados), para 
atuarem como biossensores, pois não possuem atributos sensitivos na composição de seu 
material. Esta camada sensora pode ser um elemento biológico, que seja específico a 
molécula alvo e este recobrimento ocorre  pelo processo de funcionalização.98  
 
2.2.4.1. Funcionalização dos nanobiossensores de cantilevers  
 
A funcionalização do cantilever para uso como nanobiossensor pode ser realizada 
com monocamadas orgânicas, onde ocorre uma modificação química da superfície para 
originar grupos funcionais bem definidos e reativos que se ligam ao elemento de 
reconhecimento biológico seguido da imobilização.5,51,99 
Uma técnica muito utilizada como método de funcionalização, é a técnica de 
camadas automontadas- SAM (do inglês Self-Assembled Monolayers). SAM é constituída 
por camadas moleculares formadas pela exposição de uma superfície a moléculas com 
grupos funcionais que possuem afinidade por um determinado substrato usado como 
suporte, como por exemplo, o ouro. Estas camadas moleculares apresentam alta 
organização, por meio de quimiossorção de moléculas orgânicas sobre uma superfície 
sólida.13,14,100 
A comparação entrediferentes tióis para formação de SAMs ordenadas é 
importante pois, cadeia alquílica menor, tem maior rigidez, transmite o stress com maior 
eficiência. Quanto menor o comprimento, maior é a tensão superficial. Estes mecanismos 
e princípios irão sustentar a concepção de dispositivos e revestimentos para 
significativamente baixar o limite de detecção de pequenas moléculas. Assim, a 
sensibilidade do sensor de cantilever aumenta com a diminuição do comprimento da 
cadeia do ligante. Estes mecanismos irão sustentar a concepção de dispositivos e 






revestimentos para significativamente baixar o limite de detecção de pequenas 
moléculas.17,101 
Através da formação de SAM ocorre uma interação entre moléculas e a superfície, 
modificando suas propriedades físicas e químicas. Além disso, por ser uma técnica 
simples, versátil e eficaz para produzir estruturas altamente ordenadas tem se tornado um 
procedimento de imobilização para fixar material biológico.100 
Estudos apontam a técnica de SAM como promissora e eficaz para o preparado 
de dispositivos altamente sensores. Galli (2009), descreve que a formação de SAM de 
tióis sobre a superfície metálica constitui uma técnica bastante interessante de obtenção 
de uma superfície com alto grau de ordenação controlada quimicamente. Segundo, Lee et 
al., (1991) os tióis apresentam uma forte afinidade com os metais de transição, 
provavelmente devido à possibilidade desses compostos formarem múltiplas ligações 
com a superfície metálica, também são conhecidos por interagirem fortemente com 
superfícies de ouro para formar monocamadas estáveis e automontadas.102–104 Uma 
monocamada é constituída por um grupo funcional que se liga a um substrato, uma cadeia 
de hidrocarbonetos que fornece estabilidade ao conjunto por interações de van der Waals 
e um outro grupo funcional que é responsável pelo acoplamento da biomolécula a 
monocamada,13,14 como ilustrado na. Figura 4.105 Segundo Almeida (2010), a 
automontagem da monocamada de tiol em ouro é realizada pela interação química entre 
o ouro e o enxofre (presente no tiol) situado na extremidade da cadeia.106 
 
 
Figura 4: Representação da Técnica de Monocamadas Automontadas (SAM).105 
 
Para a imobilização da enzima é comum a utilização de agentes de acoplamento, 
tais como EDC - 1-etil–3-(3-dimetilaminopropil) - carbodiimida e NHS - N-hidroxi-
succinimida. O EDC possui a função de ativar os grupos carboxílicos e o NHS reage com 
aminas primárias, sendo que no produto final é formada uma ligação amida (O=C-N-
H).107 Com estes agentes podemos unir enzimas a moléculas de alcanotióis com o grupo 






terminal (-COOH), realizando a ligação dos grupamentos (–NH2) e (–COOH).
108 Pode-
se observar (Figura 5)109 melhor esta reação pelo esquema de reticulação mediada por 
EDC (a) e EDC/NHS (b), onde após a ligação covalente do tiol no ouro, tem um grupo 
carboxílico que fica disponível para a próxima etapa da técnica de SAM.  Este grupo 
presente no tiol poderá reagir com o EDC, formando o grupo intermediário O-acilisoureia 
instável e reativo.  
 
 
Figura 5: Reação de Reticulação mediada por EDC (a) e EDC/NHS (b).109 
 
A partir da formação do grupo intermediário formado na reação acima, a reação 
poderá ocorrer de três etapas:  
1. Ocorrerá uma ligação amida com o grupo carboxílico original, e um produto 
secundário do EDC é liberado, se possuir uma amina primária disponível.  
2. O intermediário do EDC reage com o NHS presente, se ligando através do 
grupo carboxílico original. Neste caso um grupo reativo que é mais estável se 
forma.  






3. Se, o intermediário não reagir imediatamente, irá sofrer hidrólise, e o grupo 
carboxílico original se restaura. 
O caminho da reação (2) é favorecido quando se utiliza EDC e NHS combinados. 
Posteriormente, aminas primárias do componente a ser imobilizado removem o NHS, 
liberando-o em solução, e se ligam ao ácido carboxílico original.107,109 
 
2.2.4.2. Modo de Operação- Resposta dos biossensores de cantilever 
 
           O funcionamento de um cantilever baseia-se na adsorção de analitos sobre uma 
superfície sensível que provocará uma mudança na frequência vibracional ou uma 
deflexão do mesmo.98  
Assim, dois principais modos de operação e obtenção da resposta dos cantileveres 
são fornecidos   através do equipamento AFM, são (1) o modo estático e o (2) modo 
dinâmico (Figura 7).110 
 
 
Figura 6: Modos de Operação de Sensores de Cantilever: Modo Estático e Modo 
Dinâmico.110 
 
Na operação no modo estático (1), somente um lado da superfície do cantilever é 
funcionalizado, ocorrendo reconhecimento do analito, através de uma alteração na tensão 
e a deflexão.  Neste modo, o cantilever deve possuir uma haste longa e uma constante de 
mola baixa para se possuir grandes deflexões. No modo dinâmico (2) ocorre a 
funcionalização em ambos os lados do cantilever, ele depende de alterações de frequência 
de ressonância causadas por adsorção de massa ou rigidez do cantilever (constante de 
mola). Quanto mais curta a haste e maior a constante de mola do cantilever, mais fácil de 






atingir elevadas frequências de ressonância. Aumentando a massa deste cantilever a 
frequência de ressonância diminui.99,111–113  
Os sensores de cantilever são usados para diferentes amostras no ambiente líquido, 
ar ou vácuo, sendo que quando está imerso em meio líquido, o efeito do amortecimento 
dificulta o deslocamento da frequência de ressonância, tornado a resposta de deflexão 
inalterada justamente pela presença do meio líquido.99 Por esta razão, se utiliza o modo 
estático quando o sensor estiver em meio líquido.114 
Em meio líquido o funcionamento exige adaptações de algumas peças para evitar 
o encharque de componentes elétricos, como a cerâmica piezoelétrica. O porta amostra 
deve ser grande para acomodar a amostra e a solução em que está imerso. Para recobrir o 
cantilever costuma-se usar mililitros de solução, para evitar de evaporar e ocasionar 
mudança na concentração de solventes. O canticlip, suporte do cantilever, evita o contato 
entre o líquido e o piezo, que conduz o movimento do cantilever.115 
A carga de um objeto (da ponta e do cantilever), quando em solução, é rastreada 
por íons móveis no eletrólito circundante. Os íons com o mesmo sinal de carga são 
repelidos dos arredores do objeto, os de sinais de cargas opostas, causariam uma atração 
eletrostática pelo objeto que diminuiria a sua entropia. Sua distribuição espacial é um 
compromisso entre essas duas tendências opostas. O arranjo resultante da seleção dos 
íons em torno do objeto é conhecido como a dupla camada elétrica, e sua estrutura tem 
um impacto maior nas interações entre objetos carregados em solução.116,117 
Na operação em meio líquido um feixe de laser é ajustado na extremidade do 
cantilever. A função do laser é traduzir (informar) a força que atua na ponta em uma 
deflexão que pode ser posteriormente monitorada por tunelamento de elétrons, 
capacitância, piezoelétrico, interferometria óptica e deflexão do feixe óptico.118  
Para a operação em meio líquido, a maioria dos  equipamentos de AFMs usam o 
método de deflexão do raio laser.115 Quando o cantilever penetra no líquido a intensidade 
do laser é zerada pois é desviada pela diferença do índice de refração. Assim, é importante 
realizar o ajuste do laser antes de medir a deflexão, pois caso contrário será lido o ruído.119 
Pode-se minimizar este problema usando o canticlip com uma janela transparente de 
vedação. O feixe de laser que entra é transmitido no líquido sem ter interferência por 
qualquer onda de superfície, resultando em um ponto de estabilização adequado para 
detectar a deflexão do cantilever.120,121 






Como principal vantagem no uso de nanobiossensores de cantilever está a alta 
sensitividade que eles apresentam, por detectar substâncias na escala de nanograma (ng) 
(10-9g), picograma (pg) (10-12g), fentograma (fg) (10-15g) até zeptograma (zg) (10-21g).120  
Há poucos estudos ainda sobre o desenvolvimento de nanobiossensores para 
detecção de atrazina através da técnica de SAM, mas existem outras pesquisas de 
detecção de atrazina através do desenvolvimento de outros tipos de biosensores. Deda et 
al. (2013) desenvolveram um nanobiossensor de ponta de AFM, funcionalizando 30 µL 
da solução de anticorpo anti-atrazina e glutaraldeído para a detecção de atrazina. Neste 
trabalho foi comparada a curva de força entre as pontas não funcionalizada e 
funcionalizada com anticorpo e, a diferença da força de adesão foi de 16 e 44 pN, 
respectivamente, gerando um aumento de 175% de força de adesão, permitindo a 
detecção de atrazina em escala molecular.91  
Leite et al. (2015), estudaram a interação entre o herbicida atrazina e seu anticorpo 
específico (antiatrazina) com a finalidade de desenvolver um nanobiossensor de AFM. 
Os resultados mostraram que um nanobiossensor de AFM pode ser capaz de detectar 
atrazina em pequenas quantidades de forma precisa, pois o valor de interação apresentou 
força de adesão de 172 ± 26 nN, muito maior quando comparado com outros herbicidas 
não específicos.121 
Em 2017, Muenchen. K. D, desenvolveu um nanobiossensor de cantilever para a 
detecção de glifosato em água. A definição da camada sensora, sua forma de imobilização 
na superfície do cantilever até a etapa de reconhecimento do analito foram realizadas por 
meio da análise no microscópio de força atômica. O extrato vegetal de peroxidase foi 
obtido a partir da abobrinha em diferentes condições de extração (pH 6,0 - 7,0 e ausência 
ou presença de agente protetor). O extrato enzimático obtido a pH 7,0 na ausência de 
agente protetor apresentou a melhor estabilidade da atividade enzimática, sendo esta 
condição aplicada como camada sensora. A técnica empregada na funcionalização do 
cantilever foi a de monocamadas automontadas (SAM), sendo a imobilização da 
peroxidase realizada por meio da utilização de agentes de reticulação.95  
Pode-se observar diante de estudos realizados citados acima que a aplicação de 
nanobiossensores de cantileveres vem sendo usado com bastante êxito para a detecção de 
vários pesticidas. Alguns apresentados demonstraram a utilização de enzima tirosinase 
comercial ou extrato bruto vegetal como camada sensora e também o uso do tiol 16-
AMHD na funcionalização desses nanobiossensores de cantilevers para detecção de 






atrazina em água. Com base nesses estudos foi identificada a necessidade de modificação 
na funcionalização do nanobiosenssor de cantilever como etapa inovadora. Podemos citar 
como modificação inovadora para este propósito de detecção a modificação e comparação 
de diferentes moléculas de alcanotióis pela técnica SAM. 
Foi desenvolvido um imunossensor de microcantilever para a detecção de 
Clorimuron-ethl (CE) utilizando também o ácido 11-MUA. Utilizaram ligantes com 1, 5, 
10 e 15 carbonos de comprimento da cadeia alquílica e estes foram comparados pelos 
seus efeitos na transmissão do stress do corpo para a superfície. A cadeia alquílica mais 
curta, que tem maior rigidez, transmite o stress com maior eficiência. Quanto menor o 
comprimento, maior é a tensão superficial. Estes mecanismos e princípios irão sustentar 
a concepção de dispositivos e revestimentos para significativamente baixar o limite de 
detecção de pequenas moléculas. Assim, a sensibilidade do sensor de cantilever aumenta 
com a diminuição do comprimento da cadeia do ligante. Estes mecanismos irão sustentar 
a concepção de dispositivos e revestimentos para significativamente baixar o limite de 
detecção de pequenas moléculas.17 
  










Os procedimentos experimentais com relação ao nanobiossensores de cantileveres 
foram realizados nos Laboratórios de Precisão Analítica, Processos de Separação/ 
Termodinâmica e de instrumentação Analítica, da Universidade Regional Integrada do 
Alto Uruguai e das missões – Campus Erechim.  
Todo material utilizado (balões volumétricos, espátulas, béqueres, placas de petri, 
etc) foi submetido a um procedimento de limpeza com solução de ácido nítrico 3 mol. L1 
(HNO3) (65%) com posterior lavagem com água destilada (OS10LXE - Gehaka), água 
deionizada (Permution) e água milli-Q (Millipore Co. 18,2 MΩ/cm) para assegurar a 
ausência de quaisquer resíduos orgânicos que pudessem interferir nas análises. 
Os reagentes utilizados foram o HNO3 (Química Moderna, 65%), fosfato de sódio 
pH 6,5 na concentração de 2 mg.mL-1 (Vetec, 98%), álcool absoluto (Quimex, 99,5 %), 
álcool isopropílico (Vetec, 95%), catecol 0,05 mol.L-1,  ácido 16-mercaptohexadecanóico 
(AMHD)  (tiol)  (Sigma Aldrich, 90%), ácido 11-mercaptoundecanóico (MUA) (tiol) 
(Sigma Aldrich, 90%), N-(3-dimetilaminopropil)-N’etilcarbodiimida (EDC) (Sigma 
Aldrich, 98%), N-hidroxisuccinimida (NHS) (Sigma Aldrich, 98%), tyrosinase from 
mushroom comercial (Sigma Aldrich) (2687 U/mg) e padrão de Atrazina(Sigma Aldrich) 
99% de pureza. 
PrimatopSC (Herbicida seletivo de ação sistemática do grupo químico das 
triazinas). Composição: 6-chlorp-N2-ethyl-N4isopropyl-1,3,5-triazine-2,4-diamine 
(atrazina) 250g.L-1 (25% m/V); 6-chloro-N2, N4-diethyl-1,3,5-triazine-2,4-diamine 
(simazina) 250g.L-1 (25% m/V); outros ingredientes 620 g.L-1 (62% m/V), (Syngenta). 
Connect (inseticida sistemático dos grupos químicos dos neonicotinoides 
(imidacloprido) e piretróides (beta-ciflutrina). Composição: 1-( 6-chloro-3-
pyridylmethyl)- N-nitroimidazolidin-2-ylideneamine (IMIDACLOPRIDO) 100g/L (10% 
m/V; R-alfa-cyano-4-fluoro-3-phenoxybenzyl-(1S, 3S)-3-(2, 2-dychlorovinyl)-2, 2-
dimethylcyclopropaneacarboxylate-and-(S0-alfa-cyano-4-fluoro-3-phenoxybenzyl (1R, 
3R0-3-(2, 2-dichlorovinyl)-2,2-dimethylcyclopropanecarbox (BETA-CIFLUTRINA) 
12,5 g/L (1, 25% m/V ) outros ingredientes 967,5 g/L (96,75% m/V), (Bayer); 






Nomolt 150 (Inseticida regulador de crescimento de insetos, inibidor da síntese de 
quitina, grupo químico: TEFLUBENZUROM: Benzoiluréias). Composição: 1-(3,5-
dichloro-2,4-difluorophenyl) -3-(2,6-difluorobenzoyl) -urea (TEFLUBENZUROM) 150 
g/L (15,0% m/v); Outros Ingredientes 953 g/L (95,3% m/v), (BASF). 
PONTEIROBR® (Herbicida seletivo, de ação sistêmica, grupo químico: 
Triazolonas). COMPOSIÇÃO: 2',4'-dichloro-5'-(4-difluoromethyl-4,5-dihydro-3-
methyl-5-oxo-1H-1,2,4-triazol-1-yl) methanesulfonanilide (SULFENTRAZONA) 
500,00 g/L (50,00% m/v); Outros Ingredientes 725,00 g/L (72,50% m/v), (Ourofino 
Agrociência). 
A água utilizada para o preparado da amostra real de pesticidas foi obtida de águas 
superficiais, do poço artesiano localizado na sede da empresa Biotrigo Genética-Passo 
Fundo-RS, latitude: -28.22450° e longitute: -52.38292, região contendo lavouras de 
cultivo de trigo e soja (Figura 8). 
 
Figura 7: Localização geográfica da coleta de amostra real de pesticidas.122 







3.2. MÉTODOS  
 
Através do esquema apresentado na Figura 9 podemos observar um esquema com 
as etapas envolvidas neste estudo, desde o desenvolvimento dos nanobiossensores de 
cantilever funcionalizados com diferentes ácidos (Ácidos 16-AMHD E 11-MUA), a 
avaliação da resposta do sensor na detecção do herbicida atrazina em água ultrapura e 
amostra real de pesticida (água de poço artesiano), caracterização das respostas e da 
superfície dos nanobiossensores de cantileveres. 
 
 
Figura 8: Esquema das etapas do desenvolvimento dos nanobiossensores de cantilevers 
usados no presente estudo, suas aplicações e caracterizações. 
 
3.2.1. Cantileveres   
 
Os cantileveres (ContGD-G) utilizados para o desenvolvimento dos 
nanobiossensores, foram obtidos comerciamente da BudgetSensors®, modelo ContGD-
G. Um sensor de cantilever deve possuir uma camada refletiva e características para poder 
se ligar ao material da camada sensitiva. Baseado nestas informações o ouro foi escolhido 
como camada refletida por ser um metal inerte e possuir forte interação com o enxofre 
(suficiente para formar ligações covalentes).123 






O material utilizado foi de silício revestido com 70 nm de ouro em somente um 
dos lados, com frequência de ressonância de 13 kHz e uma baixa constante de mola 0,2 
(0,07-0,4) N/m, o que resulta em maior sensitividade para medições no modo estático em 
meio líquido, que traduz também a rigidez da haste, ou seja, representa uma medida de 
dureza, e quanto mais flexível for a mola, mais facilmente consegue sentir alterações de 
massa, resultando em maior sensibilidade do sensor que será desenvolvido.124 
É possível observar na Figura 10 as seguintes dimensões na vista lateral: 
comprimento de 3,4 mm e a espessura do suporte de 0,3 mm, com espessura de haste de 
2µm e 17 µm de comprimento de ponta. Na vista superior o suporte possui a largura de 
1,6 mm e a haste apresenta 450 µm de comprimento e 50 µm de largura. 
 
 
Figura 9: Especificações do Cantilever utilizado.95 
 
Os cantileveres, são recobertos com AU e foram escolhidos por sua alta afinidade 
com o grupo tiol (-SH) e por esta razão, essa camada parte das etapas de funcionalização. 
A camada de ouro está presente apenas no lado superior do cantilever, então a 
funcionalização é realizada apenas neste lado e consequentemente, o mesmo pode ser 
operado no modo estático.99  
 
3.2.2. Funcionalização dos Cantileveres pela Técnica de Camadas Automontadas 
(SAM)  
 
A funcionalização do cantilever foi realizada em seu modo ativo, que consiste na 
deposição da camada sensora no lado superior, onde se encontra depositado o ouro. A 






técnica de SAM foi escolhida por permitir interações entre moléculas e superfícies, 
modificando suas propriedades físicas e químicas, aumentando a sensibilidade pelo 
analito, além de apresentarem estabilidade razoável por um período longo de tempo.100,125 
A imobilização da enzima na superfície do cantilever foi realizada por meio da 
técnica de SAM, usando agentes reticuladores (EDC/NHS) para ligação covalente com 
moléculas de alcanotiois.  
 O procedimento de funcionalização do cantilever foi realizado consistindo das 
seguintes etapas:11 
Etapas da Funcionalização dos nanobiossensores de cantilever por SAM 
utilizando EDC 1mM/ NHS 1mM (4:1 v/v) e ácido 16-mercaptohexadecanóico (AMHD) 
e Funcionalização dos nanobiossensores de cantilever por SAM utilizando EDC 1mM/ 
NHS 1mM (4:1 v/v) e ácido 11-mercaptoundecanóico (MUA): 
 
• Etapa 1: limpeza  
            O cantilever foi transferido individualmente para uma placa de petri e imerso em 
aproximadamente 1,5 mL álcool isopropílico por 2 minutos para lavagem, a fim de 
eliminar quaisquer interferentes presentes. Após, é retirado para a secagem por durante 
15 minutos, a uma temperatura de aproximadamente 20°C.  
 
• Etapa 2: Deposição do tiol  
Após a secagem o cantilever é colocado em imersão em uma solução de 16-
AMHD (2 mM) em meio etanólico (aproximadamente 2 mL), em contato overnight (16 
h) em uma placa de petri. Em seguida, foi realizada a lavagem do cantilever com água 
ultrapura por 2 min e secagem a 20°C por 15 min. O mesmo procedimento repete-se para 
o cantilever em contato com o ácido 11-MUA. 
 
• Etapa 3: EDC / NHS 
           Nesta etapa foi realizada a imersão do cantilever na mistura EDS/NHS por 10 
minutos. A seguir foi realizada uma lavagem com água ultrapura por 2 min e secagem 
por 15 min. 
 






• Etapa 4:  imobilização da enzima 
 
          A imobilização foi realizada por meio da imersão do cantilever na enzima 
comercial tirosinase (2687 U/mg) diluída em tampão de fosfato de sódio a pH 6,5 na 
concentração de 2mg.mL-1 durante 10 minutos.  Posteriormente foi realizada a lavagem 
do cantilever com a solução de tampão de fosfato de sódio a pH 6,5 (2 min) e secagem a 
20°C por 15 minutos. 
Posteriormente, os nanobiossensores de cantilveres foram armazenados sob 
refrigeração (4°C) a seco em um suporte denominado, canticlip. Todas as lavagens 
realizadas após cada etapa de funcionalização tinham como função remover as moléculas 
que ficaram adsorvidas na superfície. Todos os procedimentos foram realizados em uma 
sala climatizada a 20°C e antes da realização de cada experimento, os mesmos ficaram a 
25°C por 30 min, para estabilizar a temperatura. 
A quantidade de enzima que foi imobilizada na superfície dos cantilveres foi 
determinada através da medida da atividade enzimática antes e após a imobilização para 
ambos as soluções contendo tanto o ácido 11-MUA quanto o ácido 16-AMHD. 
 
 
3.2.3. Medida Atividade Enzimática 
 
A atividade enzimática da enzima tirosinase foi determinada por meio da técnica 
de espectrofotometria no UV/Vis (Biosystems), de acordo com Perone et al. (2005).72 A 
absorbância das soluções foi medida em comprimento de onda igual a 410 nm, 
imediatamente após a mistura dos reagentes em uma cubeta de quartzo (2,8 mL de solução 
de catecol 0,05 mol.L-1 em tampão de fosfato de sódio 0,2 mol.L-1 , 0,1 mL da solução de 
enzima tirosinase a 20 °C e 0,1 mL de  tampão de fosfato de sódio 0,2 mol.L-1). Todas as 
medidas foram realizadas em um intervalo de 20 até atingir o tempo necessário para a 
enzima deixar de reagir em presença de catecol. Todas as leituras foram realizadas em 
triplicata. 
Uma unidade de atividade (U) é definida como a quantidade de enzima que causa 
o aumento de 0,001 unidades de absorbância por minuto, nas condições citadas, sendo 
calculada pela Equação 1. 
 






Atividade enzimática (U/mg) = (∆A x 1000 x D/ (∆t x V)              Equação 1. 
 
onde: ∆A: variação de absorbância final e inicial ∆t: variação do tempo reacional (final e 
inicial), em min; D: diluição da solução enzimática; V: volume da solução enzimática 
utilizada no ensaio, em mL e solução enzimática de tirosinase que é igual a 2 mg. mL-1). 
 
3.2.4. Medida de Deflexão do Nanobiossensor de Cantilever 
 
A resposta dos nanobiossensores, foi avaliada em meio líquido, no modo estático, 
por meio da realização de uma imagem utilizando um AFM da Nanosurf (C3000 
Controller). O feixe de laser é focado na extremidade final do cantilever e refletido para 
um fotodiodo de quatro quadrantes que monitora a deflexão, onde o alcance do 
fotodetector é de 0 a 12 Volts, sendo que a distância percorrida pela haste é proporcional 
ao sinal de voltagem do AFM.108 
O nanobiossensor de cantilever, previamente funcionalizado e acoplado ao 
canticlip (suporte onde fica o cantilever), foi inserido junto ao cabeçote (scanner) do 
equipamento, onde o laser foi posicionado na extremidade final da haste do cantilever e 
na posição central do fotodetector, verificando sua intensidade, sendo ambos calibrados 
apenas na primeira medida com água ultrapura. Então, a resposta era monitorada por meio 
da criação de uma imagem, realizada nos seguintes parâmetros: resolução de 600 x 600 
pontos (a imagem foi formada por 600 linhas, representando os pontos de resposta) e a 
velocidade de varredura de 1s/linha para a obtenção da resposta.  
As imagens obtidas foram convertidas em um gráfico de Deflexão X Tempo de 
contato (min), por meio do software Gwyddion (Versão 2.57) e os dados da imagem 
foram exportados para o software Excel (Versão 2010) para obtenção dos gráficos. 
A voltagem lida foi proveniente do sinal do fotodetector do equipamento. Todos 
os dados foram obtidos em triplicata. 
 
3.2.5. Avaliação da Resposta do Nanobiossensor de Cantilever na Detecção de 
Atrazina em Água  
 






Para as análises do herbicida atrazina utilizou-se um padrão de atrazina de 99% 
de pureza da Sigma Aldrich.  Foi preparada uma “solução estoque” na concentração de 
10 mg. L-1, onde foi diluído 0,005g de atrazina em 500 mL de água ultrapura. 
A partir desta, as soluções de trabalho foram de 0,001, 0,01, 0,1, 1, 10, 50, e 100 
µg/L utilizando-se água ultrapura, que foram preparadas de acordo com o limite máximo 
permitido pelo ministério da saúde do Brasil para atrazina em água potável (2 ppb).  
Para a realização das análises foi inserido (0,5 mL) de cada solução injetada sobre 
uma placa de aço inoxidável no AFM, de modo que o nanobiossensor de cantilever ficasse 
imerso na solução (Figura 12). Cada análise foi de 15 min. Transcorrido este tempo, a 
gota era retirada e injetada outra gota em ordem crescente de concentração das soluções 
de atrazina em água ultrapura. 
 
 
Figura 10: Solução de atrazina em contato com o cantilever. 
As análises foram realizadas em temperatura constante de 25,5 °C ± 0,5 através 
de um sistema de resfriamento tendo por base uma pastilha Peltier com dimensões de 50 
x 53 mm. Este elemento, quando ligado a uma fonte de corrente contínua (CC) teve uma 
de suas faces resfriadas e a outra aquecida. 
A fim de, minimizar ruídos, vibrações mecânicas e interferências nas respostas, 
usou-se uma caixa de fibra de média densidade (MDF) sobre a parte do equipamento que 
ficava o cantilever em contato com a amostra e a mesa-vibratória (Figura 13).99 
 







Figura 11: Sistema de resfriamento do equipamento de microscopia de força atômica 
desenvolvido para controle de temperatura e minimização de ruídos. 
 
O local onde o equipamento se encontra é uma característica bem importante sobre 
o funcionamento do AFM, pois ele é muito sensível e deve permanecer sobre uma 
superfície que evite vibrações para não prejudicar a interação da ponta-amostra.  Fatores 
como, sensibilidade de medição, o ruído e a resolução não dependem apenas das 
propriedades do cantilever, pois estes parâmetros são fortemente influenciados pelo 
desempenho do sistema de instrumentação e das condições do ambiente externo.99,126 
A face resfriada e seu dissipador ficaram na parte interna da caixa enquanto a face 
aquecida e seu dissipador ficaram na parte externa. O dispositivo foi montado na parte 
superior da caixa em uma abertura realizada para sua fixação. Em cada dissipador de calor 
foi colocado um microventilador, ambos alimentados pela mesma fonte de energia que 
aciona a pastilha Peltier.  A tensão a que o sistema ficou submetido era em torno de 5,5 
V, que garantiu o resfriamento e impulsionou os microventiladores com baixa velocidade, 
para não haver ruído que pudesse interferir nos experimentos.  
Para controlar a temperatura interna foi utilizado um sistema de controle baseado 
em um sensor PT100 situado no interior da caixa e conectado a um controlador digital 
externo que desligava a fonte do sistema Peltier caso a temperatura atingisse o valor 
mínimo programado. 
 
3.2.6. Caracterização das Respostas dos Nanobiossensores de Cantilever 
 
Foram avaliadas as características como sensitividade, limite de detecção, limite 
de quantificação, reversibilidade e estabilidade dos nanobiossensores de cantileveres 






funcionalizados com enzima tirosinase comercial e para ambos os tióis citados. Estas 
características foram avaliadas através destes nanobiossensores em contato com 
diferentes concentrações de padrão de atrazina. Os dispositivos tiveram suas deflexões 
observadas, produzindo uma curva de calibração da concentração logarítmica do padrão 
de atrazina versus deflexão. As características avaliadas foram obtidas da seguinte 
maneira: 
Limite de detecção (LD): o cálculo foi baseado de acordo com Agência Nacional de 
Vigilância Sanitária (ANVISA) que define limite de detecção sendo a menor 
concentração que pode ser distinguida a nível de confiança.127,128 O limite de detecção foi 
definido com a concentração analítica que gera resposta com um fator de confiança k 
superior ao desvio padrão do branco (Sb) (Equação 2), sendo realizado a partir da curva 
de calibração. 
 
  LD =
kSb
m
                                                                                               (Equação 2) 
Onde: Sb é o desvio padrão do branco, m é sensitividade da calibração, k: 3, 
correspondendo ao nível de confiança de 99,6%. 
O limite de quantificação (LQ): é definido como a quantidade de analito detectável 
pelos sensores.  
𝐿𝑄 =  10
𝑆𝑏
𝑚
                                                                                                       (Equação 3) 
 
Onde: (m) é a sensitividade da curva de calibração e o desvio padrão do branco (Sb). 
Sensitividade: é a variação da resposta em função da concentração do analito e é expressa 
pelo coeficiente angular da curva analítica.129 A sensitividade linear é a razão entre a 
inclinação da curva de calibração e o desvio padrão do sinal analítico a uma certa 
concentração do analito.128 
Reversibilidade (η): é a resposta do sensor de retornar ou não a sua condição inicial 
depois de interrompido o contato com o analito em questão.130 Os nanobiossensores 
foram expostos a uma concentração de 10 µg.L-1 da solução de padrão de atrazina 
(concentração que apresentou maior resposta) e a água ultrapura (branco) em triplicata, 
com temperatura monitorada (25 °C).131 A partir destes dados foi calculada a 
reversibilidade (Equação 4).                                                                         










                                                                                                               (Equação 4) 
 
Onde: Do é a deflexão inicial do nanobiossensor; D é valor de deflexão após exposição 
aos metais pesados e Df é a deflexão final do nanobiossensor. 
Durabilidade (estabilidade): foi avaliada nos nanobiossensores funcionalizados com a 
enzima tirosinase comercial e diferentes ácidos 16-AMHD e 11-MUA, do 1º ao 30º dia 
de armazenamento, num intervalo de 10 dias e após analisar os resultados foi avaliada 
novamente em um intervalo menor de sete dias a fim de verificar por quanto tempo os 
nanobiossensores funcionalizados continuavam respondendo. O experimento foi 
realizado usando a solução de atrazina 0,1 ppb (usada esta concentração por ser um valor 
intermediário, (visto que todas as concentrações apresentaram deflexão aproximadas). 
Após cada análise os nanobiossensores foram imersos em água ultrapura por 30 s para 
lavagem e posterior armazenamento em temperatura de refrigeração (± 4°C). 
 
3.2.7. Avaliação do Nanobiossensores de Cantilevers em Amostra Real de Pesticida 
para Aplicação no Campo. 
 
A amostra real de pesticida (PrimatopSC Herbicida (atrazina+simazina), Connect 
inseticida, Nomolt 150 Inseticida (teflubenzurom) + água do poço artesiano) foi coletada 
diretamente na hora da aplicação na lavoura de experimentação em soja pertencente a 
Biotrigo Genética, sendo descartado o primeiro jato de amostra que saiu através do bico 
do pulverizador a fim de evitar qualquer resíduo de outro pesticida (Figura 14).  
 






        
Figura 12: Preparo da amostra real de pesticida e aplicação em lavoura. 
 
A amostra foi armazenada em vidro âmbar e congelada até o momento da 
avaliação da resposta pelos nanobiossensores funcionalizados. A amostra foi levada 
congelada e mantida neste estado até o Laboratório de Termodinâmica da Universidade 
Regional Integrada do Alto Uruguai e das Missões – URI Erechim.  
A amostra coletada foi homogeneizada, e após foram preparadas soluções 
(soluções com concentrações de atrazina + simazina em água ultrapura: 0,001, 0,01, 0,1, 
1, 10, 50, e 100 ppb) para a avaliação da resposta dos nanobiossensores de cantilever em 
amostra real de pesticida. 
As amostras foram avaliadas por ordem crescente de concentração e a resposta dos 
nanobiossensores de cantileveres (deflexão) foi avaliada em modo estático no AFM, 
conforme descrito no item 3.2.4 no presente estudo. Para a realização da avaliação da 
resposta dos nanobiossensores de cantilever foi colocada uma gota (0,5 mL) de cada 
solução injetada sobre uma placa de aço inoxidável no AFM, de modo que o 
nanobiossensor de cantilever ficasse imerso nesta gota para depois fazer a leitura direta 
das medidas de deflexão, por um período de 15 minutos. As análises foram realizadas a 
uma temperatura de 25,5 °C (±0,2). 
 
3.2.8. Análise de interferentes dos nanobiossensores de cantilvers funcionalizados 
 
Foram realizadas as análises de interferências para os nanobiossensores 
funcionalizados na presença de compostos interferentes como, PrimatopSC Herbicida 






(atrazina+simazina), Connect inseticida, Nomolt 150 Inseticida (teflubenzurom), 
PONTEIROBR® Herbicida (sulfentrazono).  A resposta dos dispositivos funcionalizados 
aos compostos interferentes individuais foi avaliada na concentração de 0,1 μg/mL 
conforme procedimento descrito no item 3.2.4 com o propósito de avaliar sua seletividade 
ao composto atrazina. 
 
3.2.9. Caracterização da Superfície dos Nanobiossensores de Cantileveres 
 
3.2.9.1. Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 
 
A caracterização da superfície dos nanobiossensores foi realizada em cada etapa 
da funcionalização do cantilever utilizando os ácidos 16-AMHD 11- AMHD, sendo que 
ambos utilizaram enzima tirosinase comercial. A superfície utilizada foi de silício (1 cm2), 
ou seja, um material similar ao do cantilever, onde foi depositada uma camada de 20 nm 
de ouro por meio da técnica Sputtering.  
A morfologia das superfícies foi avaliada por meio da microscopia eletrônica de 
varredura (SEM). Um microscópio eletrônico de varredura (Zeis, EVO LS25). As 
amostras foram recobertas com uma camada de 20 nm de ouro usando um metalizador 
(Quorum, SC 7620). As micrografias foram obtidas na tensão de 10 kV. 
 
3.2.9.2. Microscopia de força atômica (AFM) 
 
A Microscopia de força atômica (AFM) foi usada a fim de avaliar a topografia, 
rugosidade e espessura. Nesta análise, a ponta de um cantilever realizou uma varredura 
na superfície da amostra para avaliar sua topografia. Em consequência é gerado um mapa 
topográfico da superfície que permite calcular os valores de rugosidade superficial bem 
como avaliar a mudança na altura da superfície. A rugosidade e a espessura da camada 
depositada são dadas pela presença de irregularidades na superfície podendo assim 
também calcular sua espessura.132,133 
As análises foram realizadas em um AFM Nanosurf (C3000 Controller, Suiça), 
utilizando um cantilever de silício, modelo Tap-150-G (BudgetSensors), de frequência de 
ressonância de 150 (±75) kHz e constante de mola de 5 (1,5-15) N/m. Todas as imagens 
foram obtidas em modo estático e a varredura realizada no modo tapping (modo contato 






intermitente). Para as análises de topografia e rugosidade, as imagens foram obtidas em 
uma área de 25 μm2, com resolução de 512 x 512 pontos e velocidade de varredura de 2 
s/linha. A raiz quadrada da média da rugosidade (Rms) foi calculada usando o software 
Gwyddion (Versão 2.53), em diferentes locais da imagem. Rms é uma função da média 
do desvio dos picos e vales presentes no perfil da superfície do material.121 As amostras 
foram recobertas com uma camada de 20 nm de ouro usando um metalizador (Quorum, 
SC 7620). 
Para a medida de espessura, utilizou-se uma agulha para fazer um risco sobre as 
placas funcionalizadas com os diferentes tióis e a enzima tirosinase. A imagem 
topográfica (área de 25 μm2, com resolução de 512 x 512 pontos e velocidade de varredura 
de 2 s/linha) foi obtida entre a região da superfície que continha a camada sensora 
depositada e a que teve a camada removida pela agulha, mas permanecendo com a camada 
de ouro. A espessura foi calculada utilizando o software Gwyddion (Versão 2.45), por 
meio da diferença de altura entre as duas regiões, em vários pontos da imagem analisada. 
 
 
3.2.9.3. Espectros de absorção de reflexão por infravermelho modulada por 
polarização (PM-IRRAS) 
 
A formação de camadas de Tiol-11-MUA/Tirosinase e Tiol-16-
AMHD/Tirosinase e o estudo dos mecanismos de adsorção, foram realizados pelas 
medidas de (PM –IRRAS),134 com um ângulo de incidência de 81º e uma resolução 
espectral de 8cm-1. Foi avaliada a etapa de deposição dos diferentes e após com a 
deposição da enzima. Para avaliar a composição química pela técnica foi utilizado um 
espectrofotômetro comercial KSV, modelo PMI 550 (Instrumentos KSV, Finlândia). Esta 
análise foi realizada no Instituto de Física, da Universidade de São Paulo – USP, Campus 
São Carlos – SP. 
  






4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
4.1. FUNCIONALIZAÇÃO DOS NANOBIOSSENSORES DE CANTILEVER 
 
4.1.1.  Imobilização da Enzima Tirosinase 
 
Umas das etapas mais importantes no desenvolvimento de um nanobiossensor 
ocorre antes de toda a funcionalização com a escolha do elemento biológico. No presente 
estudo, a enzima tirosinase foi a escolhida por ser inibida pelo herbicida atrazina, analito 
de interesse.73 Baseado nas características dessa molécula e no dispositivo onde foi 
imobilizada, foi realizada a sua funcionalização, onde primeiramente ocorreu a 
modificação química, da superfície de ouro, pela adição dos ácidos 16-AMHD e 11-
MUA. Estes ácidos são alcanotióis de cadeia longa, proporcionando camadas mais 
ordenadas, estáveis e posterior maior sensitividade do dispositivo. O grupo tiol (-SH), 
localizado em uma de suas extremidades, adsorve na superfície do ouro através da 
formação de uma ligação tiolato enquanto o grupo carboxila presente na outra 
extremidade fica disponível.135 Para imobilizar a enzima tirosinase sobre a superfície do 
cantilever de forma covalente, os grupos carboxila dos ácidos 16-AMHD e o 11-MUA 
foram acoplados aos grupos da amina primária presente na estrutura da enzima através 
dos agentes reticulantes EDC e NHS.   
O grupo carboxílico presente nos ácidos 16- AMHD e 11-MUA reagem com o 
EDC, formando o intermediário instável O-acilisoureia. Em solução aquosa, o 
intermediário instável é suscetível à hidrólise, o que resultaria na regeneração do grupo 
carboxílico. A fim de evitar esta regeneração aumenta-se a eficiência da ligação com a 
adição do NHS, que reage com o composto intermediário formando um novo 
intermediário um pouco mais estável. Este novo intermediário formado, reage com a 
amina primária, presente na enzima, o que faz com que a amina se ligue ao ácido 
carboxílico original, por meio de uma ligação amida.107,136 O produto da reação utilizando 
o NHS é idêntico ao obtido na reação utilizando somente EDC, porém aquela é altamente 
eficiente e com maior rendimento na conjugação.108 
Utilizar enzimas no desenvolvimento de biossensores apresenta muitas vantagens 
como, resposta rápida, maior sensitividade, detecção de baixas concentrações do analito, 
altamente específicas, possibilitando que os biossensores sejam utilizados mesmo na  






presença de outras substâncias na amostra.137,138  Foi possível observar através da medida 
da atividade enzimática (Tabela 3) antes e após a imobilização com diferentes tióis que 
ocorreu uma boa imobilização, sendo que quando utilizado o ácido 11-MUA a atividade 
é menor em relação as comparadas, o que demonstra possuir maior quantidade de enzima 
na superfície do cantilever, resultando em melhor imobilização. 
 
Tabela 3: Valores de atividade enzimática relacionada a enzima tirosinase pura, Enzima 
tirosinase + ácido 16-AMHD e Enzima tirosinase + ácido 11-MUA. 
 
4.2. AVALIAÇÃO DA RESPOSTA DO NANOBIOSSENSOR DE CANTILEVER 
NA DETECÇÃO DE ATRAZINA EM ÁGUA FUNCIONALIZADO COM 
ENZIMA TIROSINASE COMERCIAL E OS ÁCIDOS 16-AMHD E O 11-AMHD. 
 
A detecção de atrazina para os nanobiossensores funcionalizados com enzima 
tirosinase e os ácidos 16-AMHD e o 11-MUA, foram avaliadas nas concentrações de 
soluções de padrão de atrazina: 0,001, 0,01, 0,1, 1, 10, 50, e 100 ppb e água ultrapura 
(branco) (Figuras 15 e 16). 
 
Soluções  Atividade enzimática (U/mg) 
Enzima tirosinase  4391 
Enzima tirosinase + ácido 16-AMHD 3796 
Enzima tirosinase + ácido 11-MUA 3155 







Figura 13: Resposta do nanobiossensor funcionalizado com a enzima tirosinase 
comercial e o ácido 16-AMHD em função do tempo á diferentes concentrações de solução 
de atrazina. 
 
As medidas de deflexão foram realizadas em 15 min e no decorrer deste tempo, 
foi possível verificar através da Figura 15 que houve diferença na deflexão do 
nanobiossensor entre o branco e as demais concentrações de atrazina em água ultrapura. 
Pode-se observar que a menor concentração (0,001 ppb) apresentou resposta, o que indica 
que o nanobiossensor consegue detectar a presença do herbicida atrazina na água.  
A diferença de deflexão entre a maior concentração (100 ppb) e a menor (0,001 
ppb) ficou aproximadamente de 57 nm. Esta diferença pode estar relacionada com a 
adsorção da atrazina em diferentes concentrações na superfície funcionalizada dos 
cantileveres. A resposta do nanobiossensor ao longo do tempo foi decorrente da adsorção 
do analito na superfície funcionalizada, onde ocorreu uma curvatura do cantilever a qual 
foi causada por uma tensão de compressão, resultante de uma repulsão ou expansão de 
moléculas.  
 







Figura 14: Resposta do nanobiossensor funcionalizado com a enzima tirosinase 
comercial e o ácido 11-MUA em função do tempo á diferentes concentrações de solução 
de atrazina. 
Para o nanobiossensor de cantilever funcionalizado com a enzima tirosinase 
comercial e o ácido 11-MUA, foi possível verificar que houve diferença na deflexão do 
nanobiossensor entre o branco e as demais concentrações de atrazina em água ultrapura. 
Pode-se também observar através da Figura 16 que a menor concentração (0,001 ppb) 
apresentou deflexão, o que indica que o nanobiossensor consegue detectar a presença do 
herbicida atrazina na água.  
Segundo a Resolução n° 357 do CONAMA139 e as Portarias n° 1469, de 29 de 
dezembro de 2000 e n° 2914, de 12 de dezembro de 2011, ambas do Ministério da 
Saúde),41 a máxima concentração de atrazina permitida em águas doces é de 2 µg/L e, 
conforme as Figuras 15 e 16, é possível observar que o nanobiossensor de cantilever foi 
capaz de identificar concentrações maiores e menores que a permitida nas legislações. 
Nas Figuras 15 e 16 verifica-se em ambos os nanobiossensores de cantileveres 
funcionalizados que quanto maior a interação do herbicida (maior concentração) com o 
nanobiossensor de cantilever, maior a deflexão observada. O mesmo resultado foi 
observado no estudo de Guang-Ping et al. (2017),140 que utilizaram sensores de 
cantileveres na detecção de Hg2+ em solução aquosa e verificaram que com o aumento da 
concentração (1ng.mL-1 a 200 ng.mL-1) ocorre um aumento da inclinação da curva de 






deflexão. No estudo de Martinazzo.(2017),105 utilizou nanobiossensor de cantilever 
funcionalizado com extrato bruto de enzima tirosinase, também foi possível observar uma 
tendência no aumento da tensão de compressão de superfície (tensão negativa) com o 
aumento da concentração de atrazina, este fenômeno ocorre  pela interação da enzima 
tirosinase imobilizada no cantilever com o herbicida. 
Através dos resultados obtidos na Figura 16 pode-se calcular a diferença de 
deflexão entre a maior concentração (100 ppb) e a menor (0,001 ppb) que foi 
aproximadamente de 74 nm. Esta diferença pode estar relacionada com a adsorção da 
atrazina na superfície funcionalizada dos cantileveres. A resposta do nanobiossensor ao 
longo do tempo foi decorrente da adsorção do analito na superfície funcionalizada, onde 
ocorreu uma curvatura do cantilever (deflexão) que foi causada por uma tensão de 
compressão, resultante de uma repulsão ou expansão de moléculas.  
O nanobiossensor funcionalizado com a enzima tirosinase comercial e o ácido 11-
MUA apresentou maior diferença de deflexão do que o nanobiossensor de cantilever 
utilizando enzima tirosinase e ácido 16-AMHD. 
 
4.2.1.  Sensitividade, Limite de Detecção e Limite de Quantificação.  
 
A Tabela 4 apresenta valores de limite de detecção (LD), sensitividade e 
coeficiente de correlação (R2) e limite de quantificação (LQ), obtidos através da curva de 
calibração de diferentes concentrações de atrazina, para os nanobiossensores de 
cantileveres funcionalizados com a enzima tirosinase e os ácidos 16-AMHD e o 11-MUA. 
Tabela 4: Sensitividade, Valores de limite de detecção (LD),  Coeficiente de Correlação 
(R2) e Limite de Quantificação (LQ) dos nanobiossensores de cantileveres 












9,79 ± (0,031) 
 
        0,043 
 
        0,99 
 
          0,14 
11-MUA 15,05± (0,013)         0,038         0,98           0,12 
 






      As curvas de calibração mostraram uma boa linearidade avaliada pelo fator de 
determinação (R2), no intervalo das concentrações estudadas. Um valor de R2 elevado 
(perto de 1,0)  foi encontrado para ambos nanobiossensores de cantileveres (Anexo A)141. 
Levando em consideração o limite máximo permitido do herbicida atrazina em 
água potável e dos resultados obtidos, observa-se que os nanobiossensores de cantileveres 
conseguem detectar a presença do herbicida bem abaixo da concentração máxima permita 
pela legislação de 2 ppb.41 Então, desta forma, pode-se afirmar que os limites de detecção 
encontrados neste trabalho foram aceitáveis quando comparados ao limite máximo 
permitido do herbicida atrazina em água potável. 
Em relação a sensitividade dos nanobiossensores de cantileveres, foi obtida por 
meio do coeficiente angular da concentração versus deflexão. O nanobiossensor de 
cantilever funcionalizado com a enzima tirosinase utilizando ácido 16-AMHD foi o que 
apresentou menor sensitividade (9,79 ppb), quando comparado ao nanobiossensor de 
cantilever funcionalizado com a enzima tirosinase utilizando ácido 11-MUA. Também 
apresentou maior limite de detecção (0,15 ppb) e menor limite de quantificação (0,12 
ppb) sendo possível então, observar que, o nanobiossensor de cantilever funcionalizado 
com a enzima tirosinase utilizando ácido 11-MUA desenvolvido neste estudo apresenta 
maior capacidade de detecção do herbicida atrazina em água.    
 
4.2.2.  Resposta de Reversibilidade dos Nanobiossensores de Cantilever 
 
A reversibilidade é a capacidade dos nanobiossensores de retornar ou não a sua 
condição inicial mesmo depois de finalizada a interação entre a superfície do 
funcionalizada do cantilever e a solução de atrazina, durante várias medições (3 ciclos). 
A resposta da reversibilidade foi avaliada utilizando água ultrapura (branco) e a 
solução de atrazina 10 ppb em água ultrapura para os nanobiossensores de cantileveres 
funcionalizados utilizando enzima tirosinase e os ácidos 16-AMHD e 11-MUA em sua 
funcionalização (Figura 17 e 18). 
 







Figura 15: Reversibilidade dos nanobiossensores de cantilever funcionalizados com a 
enzima tirosinase comercial e o ácido 16-AMHD avaliados em 3 ciclos, usando a água 
ultrapura (branco) e concentração de solução de atrazina 10 ppb . 
 
Figura 16: Reversibilidade dos nanobiossensores de cantileveres funcionalizados com a 
enzima tirosinase comercial e o ácido 11-MUA avaliados em 3 ciclos, usando água 
ultrapura (branco) e a concentração de solução atrazina 10 ppb . 
 
Os valores de reversibilidade obtidos (Equação 4) foram de aproximadamente 
100 % para os nanobiossensores estudados, durante 3 ciclos alternando a exposição da 






solução de 10 ppb do padrão de atrazina e água ultrapura. Assim, baseado neste estudo 
foi possível observar (Figura 17 e 18) que os nanobiossensores funcionalizados com 
enzima tirosinase utilizando tanto o ácido 16-AMHD quanto o ácido 11-MUA foram 
capazes de retornar à condição inicial após o contato com o analito.  
 
4.2.3.  Resposta da Estabilidade dos Nanobiossensores de Cantilever 
 
A estabilidade foi estudada no período de 30 dias (Figuras 19 e 20) com a 
finalidade de verificar quanto tempo os nanobiossensores de cantileveres permaneceriam 
respondendo ao analito estudado. 
 
 
Figura 17: Estabilidade do nanobiossensor de cantilever funcionalizado com a enzima 
tirosinase comercial e o ácido 16-AMHD. 
 
Analisando a Figura 19 foi possível observar que no nanobiossensor de cantilever 
funcionalizados com a enzima tirosinase comercial usando o ácido 16-AMHD apresentou 
resposta no primeiro dia de estudo até praticamente o 10º dia, diminuindo sua estabilidade 
no decorrer dos dias seguintes até o 30°.  Rigo et al. (2019)143 também avaliou a resposta 
de um nanobiossensor de cantilever funcionalizado pela técnica SAM, utilizando o ácido 
16-AMHD e enzima urease durante 30 dias de armazenamento e verificaram uma 
diminuição da sensitividade no decorrer dos dias.  







Figura 18: Estabilidade do nanobiossensor de cantilever funcionalizado com a enzima 
tirosinase comercial e o ácido 11-MUA. 
Analisando a Figura 20 foi possível observar que no nanobiossensor de cantilever 
funcionalizado com a enzima tirosinase comercial usando o ácido 11-MUA apresentou 
respostas de deflexão do 1° dia até o 10° dia de estudo, diminuindo sua estabilidade após 
este período seguintes até o 30°. Comparando o nanobiossensor utilizando o ácido 11-
MUA em sua funcionalização com o anterior ele foi mais eficaz, pois respondeu por mais 
tempo e o ideal é que um nanobiossensor seja utilizado por um período maior. 
Com base nos resultados acima de estabilidade para ambos nanobiossensores que 
avaliamos novamente a estabilidade em um período de sete dias, realizando a leitura com 
intervalo entre cada dia afim de verificar melhor em até qual dia os nanobiossensores de 
cantileveres ainda estariam respondendo visto, que somente o nanobiossensor de 
cantilever utilizando o ácido 11-MUA havia apresentado resposta no 10º dia. 







Figura 19: Estabilidade do nanobiossensor de cantilever funcionalizados com a enzima 
tirosinase comercial e o ácido 16-AMHD em um intervalo de sete dias. 
 
 
Figura 20: Estabilidade do nanobiossensor de cantilever funcionalizados com a enzima 
tirosinase comercial e o ácido 11-MUA em um intervalo de sete dias. 
 
Foi possível verificar através das (Figuras 21 e 22) que ambos nanobiossensores 
funcionalizados com diferentes ácidos reagiram até o sétimo dia.  Porém, quando 
utilizado o ácido 11-MUA em funcionalização o nanobiossensor de cantilever apresentou 
uma maior resposta (deflexão) no primeiro dia de avaliação. 






A Figura 23 apresenta o percentual de perda de sensibilidade dos 
nanobiossensores de cantilever funcionalizados com enzima tirosinase e diferentes tióis 
em 7 dias de armazenamento calculado em relação a sensibilidade do primeiro dia de 
análise. 
 
Figura 21: Perda de sensitividade (%) dos nanobiossensores de cantileveres 
funcionalizados com enzima tirosinase e diferentes tióis durante 7 dias de 
armazenamento. 
Pela Figura 23 é possível verificar que a maior perda de sensitividade ao sétimo 
dia de armazenamento foi para o nanobiossensor de cantilever utilizando ácido/tiol 16-
AMHD (38 %), e a menor foi para o nanobiossensor funcionalizado com o ácido/tiol 
11MUA (30 %). Foi possível observar que no terceiro dia de armazenamento ambos 
nanobiossensores de cantileveres perderam aproximadamente 15 % de resposta, enquanto 
no sexto dia o nanobiossensor utilizando o ácido 11-MUA perdeu maior estabilidade 
(29%) quando comparado ao nanobiossensor com a utilização do ácido 11-MUA (22%).  
Porém, do sexto até o sétimo dia o nanobiossensor na presença do ácido 11-MUA se 
manteve praticamente constante, sem perda de estabilidade enquanto o nanobiossensor 
com o ácido 16-AMHD perdeu mais um pouco de sua estabilidade. Então, é possível 
evidenciar pelos dados realizados de estabilidade que o nanobiossensor de cantilever 
utilizando o ácido 11-MUA responde com maior eficaz e estabilidade no sétimo dia de 
análise. 






 Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram uma boa imobilização 
(funcionalização) da enzima tirosinase frente aos tióis utilizados pois, ambos 
nanobiossensores apresentaram respostas satisfatórias quando comparados a literatura. 
Porém, a perda de estabilidade ocorre devido a algumas mudanças climáticas, tempo de 
estocagem que podem levar a desnaturação da enzima na superfície do suporte 
diminuindo sua vida útil, afetando a resposta dos nanobiossensores.144 
 
4.2.4.  Resposta da Avaliação dos Nanobiossensores de Cantileveres em Amostra 
Real de Pesticida para Aplicação no Campo. 
 
As aplicações práticas dos nanobiosensores cantileveres requerem que funcionem 
bem em condições reais. A água do poço artesiano avaliado continha pesticida atrazina-
simazina, para aplicação no campo, pelo que foi diluída com água ultrapura, nas mesmas 
condições da curva de calibração. As medidas de deflexão foram realizadas durante 15 
min, e no decorrer deste tempo, foi possível verificar que houve diferença na deflexão 
(nm) dos nanobiossensores de cantilever entre o branco e as diferentes concentrações de 
atrazina em água ultrapura (branco).  
A resposta dos nanobiosensores cantilever foi avaliada em diferentes 
concentrações (0,001, 0,01, 0,1, 1, 10 e 100 ppb) de atrazina. As figuras 24 e 25 mostram 
uma diminuição gradual dos valores de deflexão dos nanobiosensores de cantilever com 
o aumento da concentração de atrazina. 
 







Figura 22: Resposta da avaliação do nanobiossensor de cantilever funcionalizado com 
enzima tirosinase e ácido 16-AMHD para atrazina em amostra real de pesticida para 
aplicação em campo.  
 
 
Figura 23: Resposta da avaliação do nanobiossensor de cantilever funcionalizado com 
enzima tirosinase e ácido 11-MUA para atrazina em amostra real de pesticida para 
aplicação em campo. 
Avaliando as Figuras 24 e 25 observa-se diferença de deflexão entre a água 
ultrapura (branco) e as diferentes concentrações, isto indica que os dispositivos 






conseguem detectar a presença da amostra de atrazina em amostra real de água de 
pesticida, mostrando a eficaz funcionalização pelo método SAM utilizando diferentes 
tióis e enzima tirosinase. Quando comparado a resposta entre os nanobiossensores com 
diferentes tióis é possível observar que o nanobiossensor utilizado o ácido 11-MUA com 
a enzima tirosinase o mesmo apresentou resposta na menor concentração avaliada 
enquanto o nanobiossensor utilizando o ácido 16-AMHD parece não ter mais deflexão 
(resposta) para a atrazina em amostra real de água para pesticidas. O que pode ser 
justificado pela diferença do comprimento da cadeia alquílica, que quanto menor cadeia 
alquílica, maior rigidez, transmite o stress com maior mais eficiência, maior deflexão do 
nanobiossensor. Então, quanto menor o comprimento, maior é a tensão superficial. 
Assim, a sensibilidade nanobiossensor de cantilver aumenta com a diminuição do 
comprimento da cadeia do ligante. 17 
O mesmo pode-se observar através da curva padrão nas  Figuras 15 e 16 que  
ambos os cantileveres funcionalizados apresentaram resposta para menor concentração 
avaliada do padrão atrazina diluído em água ultrapura  e que quanto maior a interação do 
herbicida (maior concentração) com o nanobiossensor de cantilever, maior a deflexão 
observada, essa diferença de deflexão com as diferentes concentrações de atrazina é 
decorrente da interação da enzima tirosinase imobilizada no cantilever com o herbicida. 
As respostas de recuperação obtidas pelos nanobiosensores cantilevers mostraram 
percentagens de 100-109% (Tabela 5), sugerindo a determinação precisa e fiável da 
atrazina em amostras reais.  Estes resultados confirmam que não há atrazina na água 
subterrânea (água de poços artesianos). Assim, os resultados obtidos com os 
nanobiossensores coincidem com as adições comerciais de atrazina feitas nas amostras 
reais (em pulverizador para aplicação no campo). Ambos os valores de desvio padrão 
relativo (RDS) foram satisfatórios, são inferiores a 1,76 (n=3). 
 







Tabela 5: A recuperação de nanobiosensores de cantileveres revestidos com tiol 11-




























  Tiol 11   Tiol 16   
0.01 0.001 104 0.451 0.001 106 1.766 
0.01 0.016 106 0.792 0.011 108 0.654 
0.1 0.102 102 0.894 0.109 109 0.583 
1 1.067 107 0.846 1.019 109 0.177 
10 10.071 107 1.003 10.015 102 1.580 
50 49.928 100 1.106 50.083 101 0.487 
100 100.728 101 1.568 100.099 102 2.116 
 
O que pode ser justificado pela diferença da cadeia pois, quanto menor cadeia 
alquílica, que tem maior rigidez, transmite o stress com maior eficiência, maior deflexão. 
Então, quanto menor o comprimento, maior é a tensão superficial. Assim, a sensibilidade 
do sensor de cantilever aumenta com a diminuição do comprimento da cadeia do      
ligante.17  
Desta forma, esta descoberta sugere que os nanobiosensores de cantileveres 
devem ser capazes de detectar a contaminação por pesticidas na água natural sem 
comprometer os limites de detecção devido à interferência da matriz ambiental. 
 
4.2.5.  Análise de interferentes nos nanobiossesnores de cantilvers funcionalizados 
 
A seletividade dos nanobiossensores de cantileveres funcionalizados foi avaliada 
com a finalidade de verificar a capacidade dos dispositivos funcionalizados em 
determinar com precisão a atrazina na presença de outros componentes na amostra de 
água real. Foram adicionadas diferentes interferentes, tais como teflubenzuron, 






atrazina+simazina e sulfentrazono em água ultrapura na concentração de 0,1 ppb , 
juntamente com uma amostra de água ultrapura (branco), como pode ser observado nas 
Figuras 26 e 27. 
Nas Figuras 26 e 27 foi possível observar que, o teflubenzurom e o sulfentrazono 
não causaram influência na resposta do nanobiossensor pois, o seu comportamento foi 
semelhante ao branco (água ultrapura). Observamos também que quando utilizamos o 
nanobiossensor de cantilever utilizando ácido 11-MUA e enzima tirosinase o mesmo 
apresentou maior resposta de deflexão a atrazina quando comparado com o 
nanobiossensor utilizando o ácido 16-AMHD e enzima tirosinase. Com os resultados 
obtidos é possível verificar a eficiência do método SAM utilizando um tiol de cadeia 
alquílica menor (ácido 11-MUA) quando comparado ao ácido 16-AMHD para aplicação 
nos nanobiossensores de cantilever sendo, uma boa alternativa aos métodos 
convencionais de detecção de atrazina em amostras reais. 
 
 
Figura 24: Resposta da análise de interferentes do nanobiossensor de cantilver 
funcionalizado com enzima tirosinase e ácido 16-AMHD. 
 







Figura 25: Resposta da análise de interferentes do nanobiossensor de cantilever 
funcionalizado com enzima tirosinase e ácido 11-MUA. 
A selectividade foi avaliada pela razão R (ΔDn/ΔD0) da alteração de deflexão 
ΔDn (Dn - /Datrazina) induzida pelas substâncias interferentes no sistema de dois 
componentes versus a alteração de deflexão ΔD0 (Datrazina - D0) para 0. 1 ppb, onde D0 
e Datrazine se referem à deflexão antes e depois da resposta em 0,1ppb atrazina, Dn é a 
deflexão do sistema de dois componentes incluindo 0,1 ppb atrazina (padrão obtido da 
curva de calibração), atrazina +simazina, e teflubenzurão e sulfentrazona. A diferença de 
deflexão entre o branco e a deflexão de atrazina+simazina para o nanobiossensor 
funcionalizado com o ácido 16-AMHD foi de 80 nm.  Enquanto a diferença de deflexão 
entre o branco e o pesticida teflubenzuron para o mesmo nanobiossensor foi de 11 nm, o 
que demonstra a selectividade e a afinidade do nanobiossensor em detectar presença de 
atrazina. 
A diferença de deflexão entre o branco e a concentração atrazina+simazina para o 
nanobiossensor funcionalizado com o ácido 11-MUA foi de 131nm.  Enquanto a 
diferença de deflexão entre o branco e o pesticida teflubenzuron para o mesmo 
nanobiossensor foi de 23 nm, o que demonstra a seletividade e a afinidade do 
nanobiossensor em detectar presença de atrazina. 
Porém, se compararmos os valores de deflexão entre nanobiossensores  funcionalizados 
observa-se que quando utilizado ácido 11-MUA teve maior deflexão em relação a 
atrazina+simazina do que o nanobiossensor utilizando o ácido 16-MUA, o motivo pode 






ser explicado pelo fato da enzima tirosinase se ligar às moléculas de atrazina com maior 
afinidade e especificidade de ligação. 
Os resultados experimentais mostraram que as sensitividades dos 
nanobiossensores de cantileveres funcionalizados pela técnica SAM variaram de perfil 
para o mesmo analito alvo. Isso pode ser explicado pela diferença entre os alcanotióis 
utilizados que apesar de possuírem mesmo grupo terminal de ácido carboxílico, tem 
diferentes comprimentos de cadeias alquílicas (11C e 16 C). Sabendo-se que a cadeia 
alquíliza é flexível e a que a sensitividade aumenta com a diminuição do comprimento da 
cadeia do ligante é justificável o nanobiossensor utilizando o ácido 11-MUA apresentar 
melhor sensitividade em relação ao analito alvo atrazina. 
Nanobiossensores de cantileveres que utilizam para imobilização de enzimas 
cadeiass alquílica mais curta, produzem maior rigidez, transmitindo stress mais eficiente. 
Assim, um nanobiossensor com uma cadeia alquílica mais curta entre a superfície e a 
enzima tem maior sensitividade devido a uma transmissão eficaz do stress. 
 
4.3. CARACTERIZAÇÃO DAS SUPERFÍCIES DOS NANOBIOSSENSORES DE 
CANTILEVERS 
 
4.3.1.  Morfologia  
 
A microscopia eletrônica de varredura (SEM) é amplamente utilizado devido ao 
seu alto poder de resolução e grande profundidade de foco. A Figura 28 presenta as 
micrografias em alta resolução, da superfície durante as etapas de deposição das camadas 
sensoras dos nanobiossensores funcionalizados com enzima tirosinase comercial usando 
tanto o ácido 16-AMHD quanto o ácido 11-MUA.  







Figura 26: Micrografias das superfícies do cantileveres durante as etapas de construção 
dos nanobiossensores funcionalizados com enzima tirosinase comercial e os ácidos 16—
AMHD e 11-MUA: (a) Silício (sem funcionalização), (b) deposição das camadas de 
Ouro, (c) placa de sílicio + ouro + ácido 16—AMHD (tiol 16), (d) placa de sílicio + ouro 
+ ácido 11-MUA (tiol 11), (e) placa de silício + ouro + ácido 16—AMHD (tiol 16) + 
EDC/NHS, (f) placa de silício + ouro + ácido 11—AMHD (tiol 16) + EDC/NHS, (g) 






placa de silício + ouro + ácido 16—AMHD (tiol 16) + EDC/NHS + enzima, (h) placa de 
silício + ouro + ácido 11—MUA (tiol 11) + EDC/NHS + enzima. 
As micrografias da Figura 28 (a e b) correspondem a superfície do silício (sem 
funcionalização) e a deposição da camada de ouro, respectivamente, que pode ser 
observado uma superfície lisa em ambos e uma boa deposição da camada de ouro.  
A partir da deposição do tiol 16-AMHD Figura 28 (c) e do EDC/NHS Figura 28 
(e), observa-se que a superfície está recoberta, mas com uma presença de aglomerados, 
uma superfície rugosa, com a presença de pequenas partículas. Essa mudança é atribuída 
aos grupos do conjugado de tiol com a camada de ouro (sobre a superfície do cantilever) 
por ligação covalente. Os grupos amina (NH3) alteraram a superfície com uma camada 
superficial bem distribuída.143 Porém na última camada de funcionalização, incorporando 
a enzima tirosinase Figura 28 (g), apresenta uma formação de aglomerados de maior 
tamanho e mais dispersos, mesmo assim observa-se que a placa ficou bem recoberta, com 
uma boa funcionalização.  
Na Figura 28 (d) com a deposição do tiol 11-MUA é possível observar um bom 
recobrimento da superfície, o que demonstra uma boa ligação, mas diferentemente do 
observado na Figura 28 (c) com a deposição do tiol 16-AMHD, apresenta uma superfície 
recoberta mais uniforme, mais homogênea, quase sem partículas ou aglomerados. Na 
Figura 28 (f) com a presença do EDC/NHS, podemos observar que a superfície 
permanece muito bem recoberta, o que indica uma boa eficácia da funcionalização, da 
técnica SAM. Para finalizar o desenvolvimento do nanobiossensor de cantilever 
utilizando tiol 11-MUA na Figura 28 (h) temos a deposição da enzima tirosinase 
comercial sendo possível observar uma grande diferença do que quando usada como 
última etapa no nanobiossensor de cantilever usando tiol 16-AMHD. Nesta figura é 
possível visualizar claramente deposição superficial mais uniforme, quase totalmente 
preenchida, formando assim uma camada homogênea, o que é muito importante, devido 
a adsorção de moléculas na superfície. 
As monocamadas automontadas de cadeias longas de alcanotiol (n≥ 10 carbonos) 
em contato com o ouro são estáveis ao ar, água e solventes orgânicos à temperatura 
ambiente. O uso do ácido 11-MUA no desenvolvimento do nanobiossensor de cantilver, 
demonstrou ao longo do estudo resultados relevantes quando comparado ao uso do ácido 






16-AMHD, o que demonstra ser eficaz o uso deste tiol na funcionalização de 
nanobiossensores de cantileveres através da técnica SAMs.  
 
4.3.2. Topografia e Rugosidade 
 
A Figura 29 apresenta as imagens topográficas, em 3D, obtidas nas diferentes 
etapas de funcionalização da superfície dos cantileveres para a obtenção dos 
nanobiossensores de cantilever funcionalizados com enzima tirosinase e os ácidos 16-
mercaptohexadecanóico e 11-mercaptoundecanóico. 
 







Figura 27: Imagens de AFM, em 3D, da superfície do cantilever durante as etapas de 
funcionalização. (a) Silício (sem funcionalização), (b) deposição das camadas de Ouro, 
(c) placa de sílicio + ouro + ácido 16—AMHD (tiol 16), (d) placa de silício + ouro + 
ácido 16—AMHD (tiol 16) + EDC/NHS, (e) placa de sílicio + ouro + ácido 11-MUA 
(tiol 11), (f) placa de silício + ouro + ácido 11—MUA (tiol 11) + EDC/NHS, (g) placa de 
silício + ouro + ácido 11—MUA (tiol 11) + EDC/NHS + enzima, (h) placa de silício + 
ouro + ácido 16—AMHD (tiol 16) + EDC/NHS + enzima. 
Na Figura 29 pode-se observar diferenças topográficas em cada etapa de 
funcionalização da superfície dos dois nanobiossensores de cantileveres (um com o uso 






de tiol 11-MUA e outro com o uso do tiol 16-AMHD juntamente com a enzima tirosinase 
comercial). Analisando a Figura 29 (a) contendo apenas silício, verifica-se uma 
superfície homogênea, característica do próprio material, na Figura 29 (b) pode-se 
observar que com a deposição do ouro obtivemos uma superfície com aglomerados, 
provenientes do próprio processo de deposição do ouro.  Nas imagens representadas em 
Figura 29 (c) e em Figura 29 (d), verifica-se o aparecimento de agrupamentos 
irregulares, sendo mais abundante na camada funcionalizada com a presença de 
EDC/NHS junto ao tiol 16-AMHD.  Uma morfologia semelhante é possível observar 
também, nas imagens fornecidas pelas Figuras 29 (e) e (f), onde a adição de agentes 
reticulantes junto ao tiol 11-MUA geram a presença de agrupamentos, porém não tão 
irregulares e pico mais baixos do que os observados na Figura 29 (d) com a presença do 
tiol 16-AMHD.  Com a adição da enzima tirosinase comercial é possível observar na 
Figura 29 (g) e Figura 29 (h), que apresentam uma morfologia mais homogênea em 
relação a picos e vales, porém esta homegeneidade é mais evidente quanto utilizada a 
enzima tirosinase na presença do tiol 11-MUA (Figura 29 (g)). A deposição de moléculas 
sobre uma superfície pode ocorrer tanto nos vales quanto nos picos, que são, 
respectivamente, regiões abaixo ou acima do plano médio da superfície.4  
Foi calculado a partir das imagens topográficas o desvio médio quadrático da 
rugosidade (Rms) da superfície do cantilever não funcionalizado (silício) e após em cada 
etapa da funcionalização para a construção dos nanobiossensores utilizando diferentes 
tióis (Tabela 6). O cálculo da rugosidade leva em conta a diferença entre a dimensão 
destes componentes da superfície.145 
 







Tabela 6: Valores da raiz quadrada da média da rugosidade (Rms) das superfícies em 
cada etapa de construção dos nanobiossensores funcionalizados com os ácidos 11-MUA 
e 16-AMHD. 
Etapa Rms (nm) 
Sílicio 19,26 ± (0,48) 




Sílicio+Ouro+Tiol 50,89a ± (2,94) 37,18b ± (0,40) 
Sílicio+Ouro+Tiol+EDC/NHS 43,89b ± (3,24) 65,55a ± (4,75) 
Sílicio+Ouro+Tiol+EDC/NHS+Tirosinase 61,94a ± (1,84) 75,91b ± (1,82) 
*Dados apresentados como média (três repetições) ± Desvio Padrão. Letras iguais na linha indicam não 
haver diferença significativa a nível de 5% (teste de T-Student). 
Com a deposição da camada de ouro ocorreu um pequeno aumento de rugosidade 
em relação a superfície de silício, o que pode estar relacionada a formação de 
conglomerados ocorrido pela deposição de átomos de ouro através da técnica de 
Spputering. Possivelmente esses conglomerados se depositaram nas regiões de vale, 
existentes na superfície de silício, preenchendo os espaços vazios.146 
Com a adição da camada de tióis em ambos nanobiossensores de cantileveres, foi 
possível observar que houve um aumento da rugosidade e este aumento pode ser devido 
aos tióis possuírem alta afinidade pelo ouro, tendo uma grande probabilidade de se 
depositarem nas regiões de picos, as quais estão mais expostas. Também, notamos que 
este aumento de rugosidade foi maior na utilização do tiol 16-AMHD do que quando 
utilizado o tiol 11-MUA, talvez este fato se explica pelo tiol 16-AMHD ser uma molécula 
de cadeia longa, o que influencia para o aumento da rugosidade.143 
Um aumento de rugosidade também pode ser observado quando foi adicionado a 
mistura dos agentes reticuladores de EDC/NHS ao tiol 11-MUA, o que pode estar 
relacionado a acomodação das moléculas, em função da inserção de novos grupos 
funcionais que ficam expostos na superfície.147 Porém ocorreu uma diminuição da 
rugosidade quando adicionado estes agentes junto ao tiol 16-AMHD. 
Na última etapa de funcionalização onde ocorre a deposição da enzima tirosinase, 
resultou uma redução da rugosidade quando utilizado junto ao tiol 16-AMHD, o que pode 
ser devido ao preenchimento dos espaços vazios e, assim, formando uma camada mais 






homogênea. Não ocorreu o mesmo quando adicionamos enzima a camada funcionalizada 
utilizando o tiol 11-MUA, que apresentou um aumento muito significativo na rugosidade. 
Aumentando a rugosidade da superfície gera um aumento na área de contato da enzima, 
o que proporciona uma melhora significativa da transferência de elétrons entre os 
mesmos, uma propriedade muito importante para biossensores. Alonso et al. (2016)148 
também observaram a redução dos valores de rugosidade (Rms), quando depositaram 
enzima glicose oxidase (GOX) em uma superfície de platina pela técnica de SAM.  
A diferença nos valores obtidos de rugosidade da superfície em cada etapa de 
funcionalização é um indicativo da formação das camadas automontadas sobre a 




A Tabela 7 apresenta os valores de espessura para nanobiossensores de cantilever 
funcionalizados com diferentes tióis e enzima tirosinase comercial. 
 
Tabela 7: Valores de espessura para nanobiossensores de cantilever funcionalizados com 





A medida da espessura entre a camada sensora e a superfície não funcionalizada 
(contendo somente silício), apresentou um valor médio de 76±2 nm quando utilizamos 
tiol 16-AMHD na funcionalização e de 58±1,7 nm quando utilizamos tiol 11-MUA na 
funcionalização (Tabela 7). A diminuição da rugosidade mostra a formação de uma 
camada de preenchimento, a onde foi capaz de preencher os espaços vazios, formando 
uma superfície mais homogênea e que a diferença nos valores de rugosidade da superfície 
mostra que ocorreu a deposição de camadas sobre a superfície do silício, indicando que a 
funcionalização pela técnica SAM foi eficiente. 
Camada   Espessura (nm) 
TIOL 16-AMHD+ENZIMA 76±2 
TIOL 11-MUA +ENZIMA 58±1,7 






 Com os valores obtidos é possível verificar que ambas camadas sensoras desenvolvidas 
encontram-se em escala nanométrica, ou seja, de até 100 nm 149 favorecendo a construção 
de dispositivos de sensoriamento pela grande área superficial, o que aumenta a 
sensitividade. Alonso et al. (2016)148 também observaram a redução dos valores de 
rugosidade (Rms), realizando a deposição de uma outra enzima sobre uma superfície de 
platina , também realizada pela mesma técnica SAM. 
 
4.3.4. Grupos Funcionais- Espectros de Absorção de Reflexão por Infravermelho 
Modulada por Polarização (PM-IRRAS) 
 
A adsorção das camadas foi monitorada utilizando a técnica PM-IRRAS, através 
das bandas características de grupos funcionais pertencentes a cada material com o intuito 
de verificar a interação e comprovar a adsorção dos materiais na superfície da camada. 
Foram utilizados no processo de funcionalização pela técnica SAM agentes 
reticulantes que auxiliaram para a imobilização da enzima tirosinase comercial sobre a 
superfície do ácido 16-AMHD e do ácido 11-MUA em ambos nanobiossensores 
desenvolvidos. Os agentes reticulantes EDC/NHS atuaram favorecendo a reação dos 
grupos carboxílicos dos ácidos 16-AMHD e do 11-MUA com os grupos amina da enzima, 
formando ligações amida estáveis. 
As figuras 30 (a) e 30 (b) indicam, respectivamente, espectros PM-IRRAS para 
as monocamadas formadas por Tiol 11-MUA/Tirosinase e Tiol 16-AMHD/Tirosinase na 
região entre 1200 e 1720 cm-1.150–153 Esta região, é característica onde são encontrados 
tióis e enzima tirosinase, as quais são atribuídas na Tabela 8. 
 







Figura 28: (a) espectro de PM-IRRAS para monocamada de tiol 11-MUA/tirosinase, (b) 
monocamada de tiol 16-AMHD/ tirosinase. 
 
 
Tabela 8: Atribuições de bandas PM-IRRAS para camadas de tiol/tirosinase. 
Número de ondas (cm-1) Grupo funcional  
1267/1280/1299 C-O de ácido carboxílico  
1432/1433/1439 C-H e CH2 
1545/1580 N-H/C-N (tirosinase) e COO- (tiol) 
1676/1688 C=O (tirosinase/tiol) 
 
Observa-se a presença de uma banda em 1688 cm-1, a qual é atribuída ao grupo 
carbonila (C=O) da ligação amida I e uma banda em 1545-1580 cm-1, pertencente ao 
estiramento C-N da amida, denominada de amida II.  Bandas evidenciadas para ambos 
nanobiossensores funcionalizados. 
No estudo de Martinazzo. J. (2017), sobre o desenvolvimento de nanobiossensores 
de cantilever para detecção de atrazina em água foram observadas duas bandas, uma a 
1658 cm-1 atribuída ao grupo carbonila da ligação amida (amida I) e outra em 1547 cm-1 
atribuída ao estiramento C-N da amida (amida II). Estes resultados indicam a eficiência 
da funcionalização do cantilever, indicando que a enzima foi imobilizada na superfície 
contendo 16-AMHD.105  
Bandas semelhantes foram encontradas para enzima peroxidase no trabalho de 
Schmidt et al. (2008), onde foram observadas bandas em 1663 cm-1 e 1554 cm-1, 
correspondente a amida I e amida II respectivamente.154 Em Alonso et al. (2016), também 
foram encontradas bandas próximas desta região no desenvolvimento de um biossensor 






utilizando a técnica de SAM para imobilizar enzimas oxidases, onde o PM-IRRAS 
resultou na banda de 1653 cm-1 para amida I e 1558 cm-1 para amida II.148 
Também é possível observar nos espectros acima a banda em 1260 cm-1 
correspondente a interação dos modos deformação O-H e alongamento C-O do grupo 
fenol.155 A funcionalização das monocamadas de tiol com tirosinase altera a energia de 
oscilação dos dipolos C-H do grupo CH2 (para ambos os filmes), C-O do carbonila (Tiol 
11-MUA) e C = O do ácido carboxílico presente no tiol e na tirosinase (para os filmes de 
Tiol 11-MUA), indicando a ocorrência de ligações covalentes entre as monocamadas e a 
tirosinase. No caso da banda em 1545/1580 cm-1, em ambas as camadas sensoras não há 
alteração da energia de oscilação dos dipolos COO-, C-N e N-H, indicando que estes 
dipolos só podem sofrer alterações na sua orientação molecular com biorecognição. Tais 
alterações na orientação molecular dos dipolos podem ocorrer nos dipolos C-O e C=O 
para a película de Tiol 11-MUA, indicadas pela diminuição da área da banda, o que não 
era esperado devido ao aumento da quantidade de dipolos presentes com adsorção de 
tirosinase. De fato, observa-se que a alteração da monocamada na construção do filme 
indica que a orientação molecular está diretamente ligada à arquitetura molecular, o que 
pode levar a alterações na sensitividade e seletividade do material para a detecção. 
Esta mudança na sensitividade do nanobiossensor de cantilever funcionalizado 
com o ácido11-MUA e enzima tirosinase observada pelo PM-IMRRAS pode estar 
diretamente associada ao fato deste nanobiossensor ter apresentando maior sensitividade 
(15,05 µg.L-1) e menor limite de detecção (0,038 µg.L-1) quando comprado ao 
nanobiossensor de cantilver funcionalizado na presença de ácido 16-AMHD e enzima 
tirosinase. 
Como as bandas das etapas de deposição do 16-AMHD, do 11-MUA e do 
EDC/NHS não aparecem nos espectros PM-IRRAS, quando adicionado a enzima 
tirosinase, o que demonstra que a mesma foi imobilizada no substrato, demonstrando a 
eficiência da funcionalização para ambos nanobiossensores funcionalizados. 
  








Através das caracterizações das superfícies por SEM, AFM e PM-IRRAS, foi 
avaliada a morfologia, espessura, topografia e rugosidade dos nanobiossensores de 
cantileveres funcionalizados com diferentes tióis e enzima tirosinase, onde foi possível 
observar a diferença e eficaz funcionalização pela técnica SAM em cada etapa realizada, 
bem como a diferença entre os tióis.  Pode-se observar também através da avaliação de 
estabilidade que ambos nanobiossensores responderam até o sétimo dia, porém o 
nanobiossensor na presença do ácido 11-MUA respondeu com maior deflexão no 
primeiro dia e ao atingir o sétimo dia manteve maior estabilidade comparado ao 
nanobiossensor utilizando o ácido 16-AMHD.  
Foram obtidos limites de detecção que variaram de 0,043 ppb para o 
nanobiossensor utilizando ácido 16-AMHD e 0,038 ppb para o nanobiossensor utilizando 
o ácido 11-MUA. Quanto ao limite de detecção, quanto menores os seus valores, menores 
as concentrações mínimas que o sensor consegue detectar.  
Em relação a sensitividade dos nanobiossensores de cantileveres o nanobiossensor 
de cantilever funcionalizado com a enzima tirosinase utilizando ácido 16-AMHD foi o 
que apresentou menor sensitividade (9,79 ppb) quando comparado ao nanobiossensor de 
cantilever funcionalizado com a enzima tirosinase utilizando ácido 11-MUA que 
apresentou maior sensitividade (15,05 ppb). Através da literatura sabemos que quanto 
maiores os valores de sensitividade, mais sensíveis são os sensores, e quanto menores os 
valores de LD mais adequados são para a detecção de analitos em interesse.  
Ambos, apresentaram deflexão (resposta) para todas as diferentes concentrações 
de atrazina em água, porém quando utilizado o nanobiossensor de cantilever utilizando 
ácido 11-MUA e enzima tirosinase o mesmo apresentou maior resposta de deflexão 
quando comparado com o nanobiossensor utilizando o ácido 16-AMHD e enzima 
tirosinase. 
Diante dos resultados obtidos foi possível observar que, a técnica de SAM para 
diferentes cadeias alquílicas de tióis e enzima tirosinase foi eficiente, apresentando 
diferentes deflexões (nm) para cada concentração de atrazina em água avaliada. Porém, 
o nanobiossensor de cantilever na presença do ácido 11-MUA (menor cadeia) demonstrou 
maior sensitividade, menor de detecção, maior deflexão, consequentemente maior 
capacidade de detecção da atrazina em água.  
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Apêndice 1: Curva de calibração da concentração logarítmica de atrazina versus deflexão 




Apêndice 2: Curva de calibração da concentração logarítmica de atrazina versus 
deflexão, do nanobiossensor funcionalizado com ácido 16-mercaptohexadecanóico e a 
enzima tirosinase comercial 
 
